
*I>r >fr ^V ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE n^^KCTUELLE 

X \^ Bureau international 

DEMAN9E INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATTER E DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification internationale des brevets 6 

C07D 213/30, 213/38, 213/40, 215/14, 
215/12, 471/04, A61K 31/47, C07D 
213/36, 471/14, A61K 31/475 



Al 



(11) Numero de publication internationale: WO 98/05642 
(43) Date de publication internationale: 12 fevrier 1998 (12.02.98) 



(21) Numdro de la demande internationale: PCT/FR97/01436 

(22) Date de depot international: 31 juilkt 1997 (31.07.97) 



(30) Donnees relatives a )a priori^: 

96/09721 ler aoQt 1996 (01.08.96) 



FR 



(71) Deposant {pour lous les Etats designes sauf US): CENTRE NA- 

TIONAL DE LA RECHERCHE SOENTTFIQUE [FR/FR]; 
3, rue Michel-Ange, F-75016 Paris (FR). 

(72) Invcnteurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): BECQ, Frederic 
[FR/FR]; 7, rue des Etuves, F- 13 100 Aix en Provence (FR). 
METTEY, Yvette [FR/FR]; 4, chemindu Miosson, F-86280 
Saint-Benoii (FR). VIERFOND, Jean-Michel [FR/FR]; 2, 
rue Moliere, F-94700 Maisons Alfort (FR). VERRIER, 
Bernard [FR/FR]; La Romiguiere, F- 1 3360 Roquevaire 
(FR). GOLA, Maurice [FR/FR]; 17, Us Jardins d'Eoures, 
F- 1 3400 Aubagne (FR). 

(74) Mandataires: DEM ACHY, Charles etc.; Grosset-Foumier & 
Demachy S.a.r.l., 103, rue La Fayette, F-7548I Paris Cedex 
10 (FR). 



(81) Etats designe's: CA, JP, US, brevet europ^en (AT, BE, CH, 
DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, 
SE). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: CFTR CHANNEL ACTIVATOR COMPOUNDS AND PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS CONTAINING SAME 
(54) Titre: COMPOSES ACTIVATEURS DU CANAL CFTR, ET COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES LES CONTENANT 



(57) Abstract 
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(57) Abrcge" 

La presente invention a pour objet des composes activateurs du canal CFTR, appartenant a la famillc des benzo[c]quinoliziniums, 
ou a des families de composes denvees de cette demiere, ainsi que les compositions pharmaceutiques contenant ccs compos6s, et leurs 
utilisations, notamment dans le cadre du traitement de la mucoviscidose. 
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La presente invention a pour objet des composes act.vateurs du canal 
CFTR des compositions pharmaceutiques contenant ces derniers, a.ns. que leur 
utilisauon dans le cadre du traitement de pathologies idles que la 
mucoviscidose. 

Dans une cellule epitheliale, les transports d'eau et d'electrolytes sont 
associes a une augmentation des permeabilites membranaires pour les tons K . 
Na+ et CI" Ces mouvements sont lies a 1'activite des canaux iomques, a savo.r 
des proteines specialist, .ntegres dans la membrane permettant la d,fh»on 
passive des ions. Les techniques d' electrophysiologic moleculaire (patch-clamp) 
permettent Penregistrement au niveau unitaire des ouvercures et des fermetures 
d'un canal ionique et rendent possible Petude des transports tontques 
transepitheliaux, de leurs regulations et de leurs dereglements pathologies 

Parmi les nombreuses pathologies associees a la physiology des cellules 
epitheliales, la mucoviscidose est consideree ega.ement comme une pathology 
des canaux ioniques dans la mesure ou la proteine impHquee est un canal 
chlorure le canal CFTR pour "Cystic Fibrosis Transmembrane conductance 
Regulator". La mucoviscidose ou Cystic Fibrosis (CF) dans la terminology 
Anglo-saxonne est la malad.e genetique autosomique recessive la plus commune 
dans les populations caucasienne, Aux Etats-Unis e, dans la p.upart des pays 
d'Europe, la frequence des porteurs du gene CF est de 1 sur 20 a 1 sur 30 La 
mucoviscidose affecte les glandes exocrines de I'organisme humam. Les 
pr^cipaux sites d'expression de la proteine CFTR sont le pancreas exoenne, les 
poumons, les glandes sudoripares, Pintestin et le tissu card,aque. L'interet porte 
a cette maladie a eu des consequences importantes pour la comprehension des 
mecanismes secretoires des cellules epitheliales normales. Us cellules 
epitheliales des glandes exocrines de Pintestin, du pancreas ou des poumons 
controlent le transport de se. et d'eau dans ces organes. Dans la mucovtscdose, 
des mutations du gene CF alterent les proprietes et la fonction du canal CFTR. 
Le transport electrolyt.que devient alors anormal et conduit a des troubles 
obstructs chroniques pulmonaires, a une insuff.sance pancreanque, a des 
affections bacteriennes pulmonaires, a une secretion sudoripare anormalement 
concentree et a une infertilite masculine. Le defaut de secretion est he au 
fonctionnement de canaux ioniques selectifs pour les ions chlorure (canaux 
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CFTR), localises dans la membrane apicale des cellules et dont I'activite est 
controlee par la voie de l'AMP cyclique. 

La proteine CFTR est une glycoprotein de 1480 amino-acides, d'un poids 
moleculaire de 170 kD repartis en cinq domaines (Riordan et a!., 1989), deux 
segments transmembranaires avec chacun 6 helices alpha (numerotees de 1 a 12 
comportant chacune de 21 a 22 amino acides), deux domaines de fixation des 
nucleotides (NBF1 et 2) et un large domaine hydrophile de regulation (domaine 
R). La proteine CFTR, de par sa structure moleculaire apparcient a la famille 
des transporteurs membranaires (ABC pour ATP-binding cassette). 

Lcs transporteurs ABC constituent une famille de proteines membranaires 
tres conservees dans revolution. Elles sont impliquees dans la translocation de 
substrats varies a travers les membranes cellulaires. Cependant, alors que chez 
les procaryotes de nombreux couples transporteurs/substrats ont ete definis, ces 
informations sont plus rares chez les eucaryotes. Chez les mammiferes, la 
plupart des transporteurs ABC sont associes a une pathologie. Citons la proteine 
CFTR impliquee dans la mucoviscidoses la P glycoprotein (MDR ; Muhi Drug 
Resistance) impliquee dans le rejet de drogues cytotoxiques antitumorales et la 
proteine ABC1, nouvellement decrite qui joue un role essentiel dans 
l'endocytose de corps apoptotiques par le macrophage. La CFTR controle le 
transport de chlorure transepithelial et l'hydratation des compartiments 
muqueux, alors qu'une des isoformes de la MDR est impliquee dans la 
translocation de la phosphatidylcholine. Ces trois proteines ABC qui ont une 
structure a deux fois 6 segments transmembranaires, disposent de deux 
domaines qui lient et hydrolysent les nucleotides (NBF) et d'un domaine 
regulateur. La regulation de la CFTR a ete particulierement etudiee. 

Deux processus complexes controlent I'activite du canal CFTR : la 
phosphorylation du domaine R par des proteines kinases et la fixation (et peut- 
etre I'hydrolyse) d'ATP sur les deux domaines NBF. La dephosphorylation du 
canal CFTR entraine une perte d'activite du canal jusqu'a sa fermeture 
(Tabcharani et al. f 1991, Becq et al., 1993a, Becq et aL, 1994). En outre, le 
canal CFTR est associe a une phosphatase membranaire qui controle I'activite et 
1'etat de phosphorylation du canal (Becq et al., 1993b, Becq et al., 1994). 

Le gene codant pour la proteine CFTR, a ete isole par clonage moleculaire 
et identifie sur le chromosome 7 (Kerem et al., 1989, Riordan et al., 1989). 
L' identification du gene et son implication dans la mucoviscidose ont ete 
confirmes par la localisation d'une deletion de trois paires de bases dans une 
region codante (exon 10) du gene CF provenant de patients CF. Cette mutation 
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correspond a la deletion d'une phenylalanine en position 508 (AF508) de la 
proteine dans le NBFI. La frequence d'apparition de cette mutation est dc 70% 
en movenne dans les analyses genetiques (Tsui & Buchwald, 1991). Les 
consequences de cette mutation sont dramatiques car la proteine anormale issue 
de la transcription du gene mute (AF508) n'est plus capable d'assurer ses 
fonction dans le transport de chlorure des cellules epitheliales affectees. 
L'absence de courant chlore apres stimulation des. cellules epitheliales des 
glandes exocrines par l'AMPc est la principale caracteristiquc montrant la 
presence d'une anomalie sur le gene CF et notamment de la mutation (AF508). 
Plus dc 300 mutations ont ete identifiees a ce jour sur le gene CF. La densite de 
mutations la plus eleve se trouve dans les deux domaines de fixation des 
nucleotides. La mutation (AF508) se retrouve dans 70% des cas et 50% des 
patients sont homozygotes pour cette mutation. Sept autres mutat.ons 
importantes sont presentes avec des frequences superieures a 1%. La mutat.on 
G551D correspond a la substitution d'un residu glycine (G) en position 551 de 
la proteine par un acide aspartique (D). Us patients porteurs de ce mutant ont 
une patholocie severe avec une insuffisancc pancreatique et des troubles 
pulmonaires graves (Cutting et al., 1990). La frequence d'observation et cette 
mutation atteint 3 a 5% chez certaines populations CF. A I'inverse de la deletion 
AF508 la proteine CFTR portant la mutat.on G551D est mature et est 
incorporee dans la membrane (Gregory et al., 1991). Cependant. la mutation 
entraine une impermeabilite membranaire et la stimulation de la vote de l'AMPc 
n'ouvre pas le canal associe a ('expression de ce mutant (Gregory et al., 1991, 
Becqet al., 1994). 

D'autres mutations comme R117H, R334W et R347P apparaissent avec 
des frequences basses de 0.8, 0.4 et 0.5% respectivement et sont associees a une 
pathologie moins grave (Sheppard et al., 1993). L'expresskm de ces trois 
mutants genere une forme mature glycosylee de la proteine en accord avec son 

insertion dans la membrane. 

Les trois mutants sont capables toutefois de repondre a une stimulation de 
la voie de 1'AMP par 1'ouverture des canaux. L'amplitude des courants, la 
conductance unitaire et la probability d'ouverture du canal associe avec chacun 
des trois mutants sont modifiees par rapport au canal CFTR normal (Sheppard et 
al 1993, Becq et al., 1994). La regulation par les kinases/phosphatases semble 
toutefois normale pour ces differents mutants, y compris les mutants G551D et 
AF508(Becqetal., 1994). 
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Ainsi, ces observations montrent qu'il est possible pharmacologiquement 
d'activer un grand nombre de mutants CFTR, y compris G551D et AF508. 
Malgre un defaut d'adressage de la proteine AF508 dans les membranes des 
cellules epitheliales affectees par la mucoviscidose plusieurs groupes ont montre 
que cette proteine pouvait etre presente de fagon fonciionnelle dans les 
membranes (Dalemans et al., 1991, Drumm et al., 1991, Becq et al., 1994). 
Ainsi, il apparait necessaire et primordial de developper une strategic 
d'ouvreurs du canal CFTR pour optimiser les chance de succes d'une therapie 
mais aussi pour remplacer la therapie genique iorsque celle-ci n'est pas 
necessaire (mutations autres que AF508). 

Malgre les progres realises sur la genetique de la mucoviscidose, la 
biologie et la biochimie de la proteine CFTR, la pharmacologic des ouvreurs du 
canal CFTR est peu developpee. Trois families de molecules sont aujourd'hui 
mise en avant pour leurs proprietes d'activateurs ou d'ouvreurs du canal CFTR ; 
les phenylirnidazothiazoles (levamisole et bromotetramisole), les 
benzimidazolones (NS004) et les xanthines (IBMX, theophylline... ). 

1) les phenylirnidazothiazoles (levamisole et bromotetramisole) 

II a ete recemment montre que le levamisole et le bromotetramisole 
permettent, en inhibant une phosphatase membranaire, un controle de I'activite 
et du niveau de phosphorylation du canal CFTR (Becq et al., 1994,). Ces 
composes ouvrent le canal CFTR de maniere dose-dependante (Becq et a] 1996) 
et agissent sur le canal CFTR presentant des mutations a 1'origine de la maladie 
(Becq et al., 1994). Le mode d'action de ces activateurs est encore incertain. 
Ces molecules n'agissent pas par les voies classiques de l'AMPc ou du calcium 
intracellular. Les composes de la famille du bromotetramisole ont deja une 
utilisation therapeutique (Grem, 1990) et le levamisole est utilise dans certaines 
therapies pulmonaires (Van Eygen et al., 1976, Dils, 1979). Ces dernieres 
proprietes representent un avantage certain pour amorcer des tests en clinique. 
Toutefois ces molecules ne semblent pas pouvoir agir dans toutes les cellules. 
Les cellules intestinales repondent mal et 1'ouverture du CFTR apres expression 
dans I'ovocyte de Xenope ne peut pas etre declenchee. De plus, dans un modele 
de souris transgeniques presentant la mutation G551D/G551D, le 
bromotetramisole n'a pas l'effet activateur attendu. Les effets de ces molecules 
semblent done limites. 

2) Les benzimidazolones (NS004) 

Recemment, Gribkoff et al., 1994 ont montre que le NS004, un compose 
(benzimidazolone) derive du noyau imidazole comme le levamisole peut dans 



SNSDOCID: <WO 9805642A1 J_> 



PCT/FR97/01436 

WO 98/05642 . 



certaincs conditions (lorsque le CFTR a ete phosphoryle) ouvrir le canal. Les 
benz.midazolones sont toutefois egalemcm activateurs de nombreux canaux 
potassium (Olesen et al.,1994) et sont de ce fan peu specifies pour le CFTR. 
3) Les xanthines (IBMX, theophylline . . .). 

s Les xanthines comme I'IBMX (3-isobutyl-l-methylxanthine) sont des 

activateurs du CFTR. Le mecanisme d'action es. encore mal connu et plusieurs 
possibility existent. Les xanthines peuvent en inhibant les phosphodiesterases 
.ntracellulaires (enzymes de degradation de I'AMPc) faire augmenter le taux 
d'AMPc et done activer CFTR. D'autres poss.bili.es sont aujourd'hu. avancees 

,0 comme la fixation des xanthines sur les sites de fixation pour les nucleotides 
(NBF) du CFTR. 

La presente invention a pour but de fournir des composes act.vateurs du 
canal CFTR qui sont davantage specifies du CFTR que les composes 
activateurs du canal CFTR decrits jusqu'a maintenant. 
,s A ce titre, la presente invention a pour but de fournir de nouveaux 

medicaments destines au traitement de pathologies associees a des troubles des 
flux ioniques transmembranaires, notamment de chlore, dans les cellules 
epitheliales d'un organisme humain ou animal. 

La presente invention a plus particulierement pour but de fournir de 
, 0 nouveaux medicaments susceptibles d'etre utilises dans le cadre du traitement de 
la mucoviscidose, de la prevention du rejet de drogues cytotoxiques (notamment 
antitumorales), ou de la prevention ou du traitement des obstructions des vo.es 
bronchiques ou des voies digestives (notamment pancreatique ou intestmale) ou 
encore dans le cadre du traitement de maladies cardio-vasculaires. 
, 5 Un autre but de la presente invention est celui de fournir un procede de 

preparation des composes et compositions pharmaccutiques de I ' invention. 

La presente invention a pour objet 1'utilisation de composes de formule 
eenerale (1) suivante : 
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dans laquelle : 

- I'heterocycle A est aromatique ou non, etant entendu que dans ce dernier 
cas Tatome d'azote de cet heterocycle est lie par une double liaison au carbone 

5 en position 4a, 

- Rj, R2, R3, R4, R5, R7, R8* R 9 et R 10> representent, independamment 
les uns des autres : 

. un atome d'hydrogene, ou de brome, ou de fluor, ou 

10 . un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, ou 

. un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou 
ramifie, d'environ 1 a environ 10 atomes de carbone, ces groupes etant le cas 
echeant substitues, notamment par un halogene, et/ou par un hydrpxyle, et/ou 
par une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un cycle aromatique 

15 et/ou aliphatique, d'environ 5 a environ 10 atomes de carbone dans le cycle, ces 
cycles etant eux-memes, le cas echeant, substitues notamment par un halogene, 
et/ou par un hydroxyle, et/ou par une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), 
et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, ces groupes 
etant tels que definis ci-dessus, ou 

20 . un cycle aromatique ou aliphatique, d'environ 5 a environ 10 atomes 

de carbone dans le cycle, ce cycle etant lui-meme, le cas echeant, substitue 
notamment par un halogene, et/ou par un hydroxyle, et/ou par une amine 
(primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, 
carbonyle, ou oxycarbonyle, ces groupes etant tels que definis ci-dessus, ou 

25 . un groupe -OR a , R a representant un atome d'hydrogene, ou un 

groupe alkyle, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou ramifie, ces groupes 
etant tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces 
cycles etant tels que definis ci-dessus, ou 

. un groupe -NRbRc, R5 et R c , independamment Tun de 1' autre, 

30 representant un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou 
ramifie, ces groupes etant tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou 
aliphatique, ces cycles etant tels que definis ci-dessus, ou 

. lorsque R\ et R2, ou R3 et R4, et/ou R4 et R5, et/ou R7 ct Rg, et/ou 
Rg et R9, et/ou R9 et Rjo» ne representent pas les differents atomes ou groupes 

35 ou cycles mentionnes ci-dessus, alors Rj en association avec R2, ou Ro en 
association avec R3, et/ou R3 en association avec R4, et/ou R4 en association 
avec R5, et/ou R7 en association avec Rg, et/ou Rg en association avec R9, 
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et/ou R 9 en association avec R 10 , foment respectivement avec d et C 2 , ou 
avec C, et C 3 , ou avec C 3 et C 4 , ou avec C 4 , C 4a et C 5 . ou avec C 7 et C 8 . ou 
avec et Co. ou avec C 9 et C 10 , un cycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 
atomes de carbone, ce cycle etant le cas echeant substitue, notanunent par un 
, haloeene, et/ou par un groupe alkyle. alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, et/ou 
par un cycle aromatique ou aliphatique, ces groupes ou cycles etant tels que 

definis ci-dessus, ou 

lorsque R 3 et R4 ne representent pas les differents atomes ou groupes 
ou cycles mentionnes ci-dessus, alors R 3 en association avec R4 forment un 
10 groupe indole de formuie 
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dans laquelte R a est tel que defini ci-dessus. 



- Y represente : 

un groupe -ORd, R<1 representant un atome d'hydrogene, ou un 
groupe alkyle, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou ramif.e, ces groupes 
etant tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphauque. ces 
■>5 cycles etant tels que definis ci-dessus, ou 

un groupe -NRgRf, Re et Rf independamment Tun de l'autre, 
representant un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou 
ramifie. ces groupes etant tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou 
aliphatique, ces cycles etant tels que definis ci^lessus, 

. etant entendu que lorsque R^ ou Tun au moins de Re ou de R f . ne 
representent pas fun des differents atomes ou groupes ou cycles mentionnes c.- 
dessus, alors Rj, ou l'un au moins de R. ou de R f , en association avec R 5 , ou 
en association avec R 7 , forment respectivement avec C 5 et C 6 , ou avec C 6 , C 6a 
et C 7 un heterocycte aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de carbone, le 
cas echeant substitue, notamment par un halogene, et/ou par un groupe alkyle, 
alkoxy. carbonyle, ou oxycarbonyle, et/ou par un cycle aromatique ou 
aliphatique, ces groupes ou cycles etant tels que definis ci-dessus. 
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- n est egal aOou 1 , avec : 
. iorsque n est egal a 0 : 

* X represente un atome sous forme anionique, tel qu'un atome 
d'halogene, notammcnt un atome de brome ou de chlore, ou un groupe d'atomes 

5 sous forme anionique, tel qu'un perchlorate, et 1'azote de 1'heterocycle A de la 
formule (I) est sous forme quaternaire et est lie d'une pan par liaison covalente 
au carbone en position 11, et, d'autre part, par liaison ionique a X defini ci- 
dessus, 

* etant entendu que Iorsque Rj et R\q ne representent pas Tun 
10 des differents atomes ou groupes ou cycles mentionnes ci-dessus, alors Rj en 

association avec Rjq forment avec C\, 1'azote de 1'heterocycle A de la formule 
(I), Cj J , et Cio, un heterocycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de 
carbone, le cas echeant substitue, notammenl par un halogene, et/ou par un 
groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, et/ou par un cycle 

15 aromatique ou aliphatique, ces groupes ou cycles etant teis que definis ci-dessus, 
. Iorsque n est egal a 1, alors X represente un atome d'hydrogene, ou 
un atome d'halogene, notamment un atome de brome, ou de chJore, ou de fluor, 
pour la preparation de medicaments destines au traitement de pathologies, 
notamment pulmonaires, digestives ou cardiaques, liecs a des troubles des flux 

20 ioniques transmembranaires, notamment de chlore et, le cas echeant, de 
bicarbonate, dans I'organisme (humain ou animal), notamment pour la 
preparation de medicaments destines au traitement de la mucoviscidose, ou a la 
prevention du rejet de drogues cytotoxiques (notamment antitumorales), ou au 
traitement des obstructions des voies bronchiques ou des votes digestives 

25 (notamment pancreatique ou intestinale) 

L'invention a plus particulierement pour objet ['utilisation telle que decrite 
ci-dessus, de composes de formule generale (I) dans laquelle n = 1, et 
correspondant aux derives de formule generale (II) suivante : 

30 
35 

Rio 

R 9 

R8 
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dans quelle R,, R 2 . R 3 . ^ *7, Rg. *9> ^ X « Y sent tels que 
definis ci-dessus. 

A ce titre 1'invention concerne plus parliculierement encore 1 utilisation 
telle que decrite ci-dessus, de composes de formule generale (Ha) suivante : 



15 




(Ha) 



20 



25 



30 



35 



dans laquelle : 

- R, et R 2 representent un atome d'hydrogene. ou forment en assoc.at.on 
avec Ci et C 2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- Y represente un groupe -OH ou -NH2, 

R 7 R 8 R 9 et Rio representent un atome d'hydrogene, ou Tun de R 7 , 
R 8> R 9 ou Rio. ^resente un atome d'halogene, notamment un atome de 

chlore, de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'hydrogene ou un atome d'halogene, notamment 
un atome de brome. oude chlore, oude fluor. 

Des composes de formule generale (Ha) avantageusement utilises dans le 
cadre de la presente invention, sont ceux choisis parmi les suivants 




(compose 1) 
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(compose 2) 



(compose 3) 



(compose 4) 
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(compose 5) 
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20 



Ci 



25 



30 



35 




(compose 6) 



(compose 7) 



CI 



'.DOCIO. <WO 9805642A1J_> 




PCT/FR97/01436 



15 




(compose 9) 
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(compose 10) 
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L'invention concerne plus particulierement encore l'utilisation telle que 
decrite ci-dessus, de composes de formule generate (lib) suivante : 



4X.J 




7 



dans laquelle R a , Rj. R 2 . ^ R?. *%• ** *10< X et Y SOnt tdS qU£ 
definis ci-dessus, et notamment les composes de formule (lib) dans laquelle : 

- R a represente un atome d'hydrogene, 

- Ri et R 2 representee un atome d'hydrogene, et il n'y a pas de double 
liaison entre les deux carbones portant Ri et R2, 

- R 5 represente un atome d'hydrogene, 

- R7. R8. R 9 el R 10 representee un atome d'hydrogene, ou l'un de R 7 , 
Kg, r 9 ou Rio represente un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, 
de brome ou de fluor, 

- Y represente -NH2, 

- X represente un atome d'halogene, notamment un atome de brome, ou de 

chlore, ou de fluor. 

Des composes de formule Gib) avantageusement utilises dans le cadre de 
la presente invention, sont ceux choisis parmi les suivants : 
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- compose A : R7 = 

- compose B : R7 = 

- compose C : Rg = 

- compose D : R9 = 

- compose E : R]q - 

- compose F : R9 = 



CI, Rg = R 9 = R 10 = H, 

R 8 = R 9 = R 1Q = Hl 

CI, R 7 = R 9 = R 10 = H, 
CI, R 7 = Rg = R 10 = H, 
= CI, R 7 = Rg = R 9 = H, 
Br, R 7 = Rg = R 10 = H. 



10 



15 



20 



L 1 invention a plus particulierement pour objet 1'utilisation telle que decrite 
ci-dessus, de composes de formule generate (I) dans laquelle n = 0, et 
correspondant aux derives des benzo[c]quinoliziniums de formule (III) suivante : 




(III) 



dans laquelle Rj, R 2 > R3, R4> R5. ^7* % ^10* X et Y sont tels que 
25 definis ci-dessus. 

A ce titre, 1' invention concerne plus particulierement encore 1' utilisation 
telle que decrite ci-dessus, de composes de formule generale (Ilia) suivante : 



30 



35 




ana) 
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dans laquelle : 

- Rj et R 2 representent un atome d'hydrogene, ou ferment en association 
avec Ci et C2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

5 - Y represente un groupe -OH ou -NH 2 . ou -NHCOCH3. 

- R7, R8. R 9 et R 10 representent un atome d'hydrogene, ou Tun de R 7 , 
R 8 . R 9 ou Rio. represente un atome d'halogene, notamment un atome de 

chlorc. de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
I0 atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 

anionique, notamment un perchlorate CIO4-. 

Des composes particulierement prefercs dans le cadre de la presente 
invention sont ceux de formule (Ilia) dans laquelle : 

- Rl et R 2 representent un atome d'hydrogene, 
15 - Y represente un groupe -OH, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique. notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique, notamment un perchlorate CIO4-, 

- R7 R8. R 9 et R 10 representent independamment les uns des autres un 
20 atome d'hydrogene ou un atome d'halogene, notamment un atome de chiorc. de 

brome ou de fluor. 

Des composes de formule generate (Ilia) avantageusement utilises dans le 
cadre de la presente invention, sont ceux choisis parmi les suivants : 



25 



30 




(compose 11 ou MPB-26) 



NH 2 



35 
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(compose 18 ou MPB-06) 



15 



20 



25 



30 



35 




(compose 19 ou MPB-07) 



(compose 20 ou MPB-08) 
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(compose 21 ou MPB-27) 



15 



20 




(compose 22) 



25 




(compose 23) 



35 
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(compose 24) 



(compose 25 ou MPB-30) 



(compose 26 ou MPB-29) 
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L'invention concerne plus particulierement encore 1'utilisation telle que 
decrite ci-dessus, de composes de formule generate (Illb) suivante : 



15 



20 




(no 



25 



dans laquelle R a . R b R 2 - ^ R?. ^ *9> ^ * el Y sont tels que 
definis ci-dessus, et notamment les composes de formule (Iilb) dans laquelle : 
30 - R a represente un atome d'hydrogene, 

- R] et R 2 representent un atome d'hydrogene, et il n'y a pas de double 
liaison entre les deux carbones portant Ri et R 2 , 

- R5 represente un atome d'hydrogene, 

- R7, R 8* R 9 el R 10 representent un atome d'hydrogene, ou l'un de R7, 
35 R 8 , R 9 ou Rio represente un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, 

de brome ou de fluor, 

- Y represente -NH 2 , 
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- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique, notamment un perchlorate CIO4". 

Des composes de formule (Illb) avantageusement utilises dans ie cadre de 
ia presence invention, sont ceux choisis parmi les suivants : 



10 



15 



dm 



H 



tJ 



&>ct 



7 
p. 



/ 



*1 



20 - compose G : R 7 = CI. Rg = R 9 = R l0 = H, 

- compose H : R7 = Rg = R 9 = R l0 = H, 

- compose I : Rg = CI, R 7 = R 9 = R l0 = H, 

- compose J : R 9 = CI, R 7 = Rg = R l0 = H, 

- compose K : R 10 = CI, R7 = Rg = R 9 = H, 
25 - compose L : R 9 = Br, R7 = Rg = R 1Q - H . 

L' invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique 
comprenant, a titre de principe(s) actif(s), au moins un des composes de formule 
generate (I) decrite ci-dessus, en association avec un vehicule physiologiquement 

30 acceptable. 

L' invention a plus particulierement pour objet toute composition 
pharmaceutique telle que decrite ci-dessus, comprenant, a titre de principe(s) 
actif(s), au moins un des composes de formule (II), et plus particulierement de 
formule (Ha), tels que definis ci-dessus, et notamment au moins un des 

35 composes 1 a 10 decrits ci-dessus, et plus particulierement encore de formule 
(lib), tels que definis ci-dessus, et notamment au moins un des composes A a F 
decrits ci-dessus. 
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L' invention a plus particulierement pour objet toute composition 
pharmaceut.que telle que decrite ci-dessus, comprenant, a litre de principe(s) 
actif(s). au moins un des composes de formule (III), et plus particulierement de 
formule (Ilia), tels que definis ci-dessus, el notammenl au moms un des 
composes 11 a 27 decrits ci-dessus, et plus particulierement encore de formule 
(Illb), tels que definis ci-dessus, et notamment au moins un des composes G a L 
decrits ci-dessus. 

Des compositions pharmaceutiques preferees dc Invention sont celles 
comprenant le compose 19 (encore designe MPB-07). le cas echeant en 
association avec un (ou plusieurs) autre(s) compose(s) de invention decrit(s) ci- 
dessus. 

Avantageusement les compositions pharmaceutiques selon 1' invention se 
presentent sous une forme administrable par voie orale, notamment sous forme 
de comprimes, ou de gelules, ou sous une forme administrable par voie 
parenterale, notamment sous forme de preparations injectables par voie 
intraveineuse, intramusculaire, ou sous-cutanee, ou encore par voie aerienne, 
notamment par voie pulmonaire sous forme d' aerosols. 

Avantageusement encore, les compositions pharmaceutiques selon 
Invention, sont caracterisees en ce que les quantites de principe(s) actif(s) sont 
telles que la posologie journaliere en principe(s) actif(s) est d'environ 0,1 mg/kg 
a 5 mg/kg, notamment d'environ 3 mg/kg, en une ou plusieurs prises. 

L' invention concerne egalement les composes de formule generale (I) 
decrite ci-dessus, en tant que tels, a l'exclusion des composes 2, 3, 9, 10, 11 
(ou MPB-26), 12 (ou MPB-5), 22, 23 et 24 decrits ci-dessus. 

L' invention a plus particulierement pour objet des composes de formule 
generale (I) decrite ci-dessus, dans laquelle n = 1, et correspondani aux 
composes de formule generale (II) decrite ci-dessus, a l'exclusion des composes 
2, 3, 9et 10. 

L' invention concerne plus particulierement les composes de formule 
generale (Ila) decrite ci-dessus. dont notamment les composes 1, 4. 5, 6, 7 et 8 
decrits ci-dessus. 

L' invention concerne plus particulierement encore les composes de 
formule generale (lib) decrite ci-dessus, dont notamment les composes A a F 
decrits ci-dessus. 

L' invention a plus particulierement pour objet les composes de formule 
generale (1) decrite ci-dessus, dans laquelle n = 0, et correspondani aux derives 
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des benzo[c]quinoliziniums de formule (III) decrite ci-dessus, a I'exclusion des 
composes 11, 12, 22, 23 ct 24. 

L' invention concerne plus particulierement les composes de formule 
generate (Ilia) decrite ci-dessus, dont notamment les composes 13, 14, 15, 16, 
5 17, 18, 19, 20, 21, 25, 26 et 27 decrits ci-dessus. 

L' invention concerne plus particulierement encore les composes de 
formule generate (Hlb) decrite ci-dessus, dont notamment les composes G a L 
decrits ci-dessus. 

L' invention a egalement pour objet un procedc de preparation des 
10 composes de formule generaie (I), caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- traitement du derive de formule (A) dans laquelle Rj, R2, R3, R4, et 
R5, sont tels que definis dans la formule (I), par le phenyllithium ou le 
diisopropyl amidure de lithium, avantageusement dans Tether ou le THF, ce qui 
15 conduit a 1'obtention de derives de formule (B) dans laquelle Rj, R 2 , R3, R4, et 
R5, sont tels que definis dans la formule (I), selon le schema reactionnel 
suivant: 



20 




+ 



r^CH 2 R 5 



LiC 6 H 5 
ou diisopropyl amidure 
de lithium 



25 



(A) 



30 



35 



R 3 



R 2 . 



" CHR 5 Li 



(B) 
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. condensate du derive de formule (B) obtenu a 1'etape precedence avec 
,e derive de formule (C) dans laquelle R 7 , Rg. R9. RlC « X sont tels que 
definis dans la formule (I), ce qui conduit a 1'obtention de derives de formule 
(B ) dans laquelle R,, R 2 . R 3 . "4- *1- *8- ^ *10< « X sont tels que 
definis dans la formule (I), selon le schema react.onnel su.vant : 



10 




(B) 



0 © 
-CHR 5 Li 



R 10-/ \> ,-C=N 



IV 



^ i> 
(C) 



15 



20 



25 



30 



35 



R 3 



R 2^ 



/ R 4 R 7 , 



R 9 

Rio 



/\ /y -cu— c - 

r 5 ® NLi® X 
(D) 

. traitement du compose de formule (D) par addition d'H 2 0. ce qui 
conduit a 1'obtention du derive de formule (II) sutvante. correspondant a un 
derive de formule (II) decrite ci-dessus, dans laquelle R, a R 5 , R 7 * RlO « X 
sont tels que definis dans la formule (I), et Y represente -NH 2 , 
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- le cas echeant, traitement du compose de formule (II) susmentionnee, par 
un derive comportant les groupes et Rf tels que definis dans ia formule (I), 
ce derive etant susceptible de reagir avec I'atome d'azote lie au carbone en 
position 6 du compose de formule (II) susmentionnee, notamment par un 
halogenure de 1^ et/ou de Rf tout en ayant, si necessaire, pris soin de proteger 
au prealable celles des autres fonctions presentes sur le compose de formule (II) 
susmentionnee et susceptibles de reagir avec le derive comportant les groupes 
Re et Rf susmentionnes, ce qui conduit a I'obtention du compose de formule (II) 
suivante dans laquelle Rj a R5, R7 a Rjq, et X sont tels que definis ci-dessus, 
et Y represente un groupe -NReRf tel que defini dans la formule (I), 



- le cas echeant, hydrolyse, notamment par action de 1'acide sulfurique 
(pH3) a 40°C, du compose de formule (II) susmentionnee dans laquelle Y 
represente NH2, ce qui conduit a I'obtention du compose de formule (II) 
suivante, correspondant a un derive de formule (II) decrite ci-dessus, dans 
laquelle Rj a R5, R7 a Rjq, et X sont tels que definis dans la formule (I), ct Y 
represente un groupe -OH, 
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,e cas echeant, traitement du compose de formule (II) susmenuoimee, 
dans laquelle Y represente un groupe -OH, par un derive comportant .e groupe 
' te , que defini dans la formule (I), ce derive etant susceptible de reag.r avcc 
ratome d'oxygene lie au carbone en position 7 du compose de formule (II) 
susmentionnee, notamment par un halogenurc de tout en ayant, s, 
necessaire pris soin de proteger au prealable celles des autres fonct.ons 
presentes sur le compose de formule (II) susmentionnee et susceptibles de reag.r 
avec le derive comportant le groupe Rd susmentionne, ce qui condu.t a 
Pobtention du compose de formule (II) suivante dans laquelle Rl a R 5 , R 7 a 
R 10> et X sont tels que defmis ci-dessus, et Y represente un groupe -ORd lei 
que defini dans la formule (I), 

R 3 




. ,e cas echeant, chauffage, avantageusement a 200°C, des composes de 
formule (II) susmentionnee dans laquelle Y represente -NH 2 ou -OH. ce qu> 
conduit respectivement aux composes de formules (III) suivantes, correspondant 
aux composes de formule (III) decrite ci-dessus, dans laquelle R, a R 5 . R? a 
R 10 , et X sont tels que definis dans la formule 0), et Y represente un groupe 
-NH') ou -OH, R3 
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- le cas echeant, traitement du compose de formule (III) susmentionnee, 
dans laquelle Y represente un groupe -NH2, par un derive comportant les 
groupes Re et Rf tels que defirris dans la formule (I), ce derive etant susceptible 
de reagir avec l'atome d' azote lie au carbone en position 6 du compose de 
formule (III) susmentionnee, notamment par un halogenure de et/ou de Rf, 
tout en ayant, si necessaire, pris soin de proteger au prealable celles des autres 
fonctions presentes sur le compose de formule (III) susmentionnee et 
susceptibles de reagir avec le derive comportant les groupes Re et Rf 
susmentionnes, ce qui conduit a I'obtention du compose de formule (III) 
suivante dans laquelle Rj a R5, R7 a Riq» et X sont tels que definis ci-dessus, 
et Y represente un groupe -NReRf tel que defini dans ia formule (I), 




R8 
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. , e cas echeant, traitement du compose de formule (III) susmemionnee, 
d ans laque.le Y represente un groupe -OH, par un denve comportant le groupe 
T te. que defin, dans .a formule (,), ce derive etant susceptible de reag.r ave 
Ll^e K - caroone en posH.on 7 du compos, de .ormu e II 
susm ent,onnee. no— par un halogenure de tour en ayan 

presentes sur le compose de formule (III) susmentionnee et suscepub.es de 
Lir avec le derive comportant le groupe R<j susmentionne. ce qu, conduit a 
.■obtenfon du compose de formule (III) su.vante dans laque.le R, a R 7 . 
Rl0 et X sont tels que defims ci-dessus, et Y represente un groupe -OR* tc. 



que defim dans la formule (1), 



35 




. , e cas echeant, hydrogenation des composes de formules (II) ou (III) 
susmenttonnees. notamment par hydrogenation catalytique en presence d'oxyde 
de platine a pression reduite, ce qui conduit a fobtentton des composes de 
formules (II) ou (III) suivantes : 
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dans lesquelles Rj a R5, R7 a R\q, X et Y sont tels que definis ci-dessus. 

15 Les composes A a L decrits ci-dessus sont avantageusement obtenus par 

traitement de l'harmalane par du butyl lithium (Buli, 2 eq) a -40°C, puis 
addition de 2-chlorobenzonitrile (le cas echeant substitue par un ou plusieurs des 
groupes R7, Rg, R9 et R\q tels que definis ci-dessus), ce qui conduit a 
l'obtention des composes de formule A a F qui, par chauffage a 195 °C sous 

20 azote, conduisent respectivement aux composes G a L. 

L' invention sera da vantage illustree a I'aide de la description detaillee qui 
suit des procedes de preparation des composes 1 a 24 decrits ci-dessus, ainsi que 
de 1'etude des effets de certains de ces composes sur le CFTR. 

25 I- Procedes de preparation des composes 1 a 24 : 

a) l-hydroxy,l-phenyl,2-(2-pyridyl)ethylene (compose 1) 

Le compose 1 est prepare selon un mode operatoire identique a celui decrit 
ci-apres dans le cadre de la preparation du compose 2, mais avec utilisation de 
30 benzonitrile au lieu du 2-chlorobenzonitrile. 

b) 1 -hydroxy, l-(2-chlorophenyl),2-(2-pyridyl)ethyiene (compose 2) 

Dans un reacteur de 500 ml, muni d'un refrigerant a reflux avec une garde 
a chlorure de calcium, et d'une arrivee d'azote, on place 2,22 g (0,022 mole) de 
35 diisopropylamine dans 30 ml de THF anhydre. On amene la solution a 0°C puis 
on ajoute 13,75 ml de BuLi en solution a 1,6 M dans Thexane (0,022 mole). On 
agite 30 minutes a 0°C puis on abaisse la temperature a -40°C, puis on 
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addition* 1,86 g (0,02 mole) de 2-methylpyridrine. On agite 30 minutes a 
40°C puis on ajoute 2.75 g de 2-chlorobenzonitrile dans 20 ml de THF 
anhydre On laisse le milieu reactionnel revenir a la temperature amb.ante et on 
a.oute 20 ml d'eau, puis on ajuste le P H vers 2 par addition d'H 2 S0 4 2N. On 
chauffe a reflux et sous agitation pendant 1 heure. On extrait par le 
chloroformc, on seche sur sulfate de sodium. Le solvant est evapore et le res.du 
est dissout dans le minimum d'ether anhydre, puis on ajoute goutte a goutte de 
1-ethanol sature d'HCI jusqu'a complete precipitation du chlorhydrate. On 
obtient ainsi 2,99 g du compose 2 soil un rendement de 56% 

- Point de fusion (Pf) = 190 °C 

- Analyse elementaire : C13 Hn CI N2 O 
Calcule % C : 58,20 H : 4,10 N : 5,20 
Trouve % C : 58,00 H:4,10 N : 5.30 

c) 1-amino l-(2-chlorophenyl),2-(2-pyridyl)ethylene (compose 3) 

Le compose 3 est prepare selon un mode operatoire identique a celui deem 
ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 2. mais sans l'etape 
d'hydrolyse par addition d'H2S04. 

d) l-hydroxy,l-(2-bromophenyl) 2-(2-pyridyl)ethylene (compose 4) 

Le compose 4 est prepare selon un mode operatoire identique a celui deem 
ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 2, mais avec util.sat.on de 
2-bromobenzonitrile au lieu du 2-chlorobenzonitrile. 

e) 1 -hydroxy l-(2,3-dichlorophenyl),2-(2-pyridyl)ethylene (compose 5) 
Dans un reacteur de 500 ml, muni (Tun refrigerant a reflux avec une garde 

a chlorure de calcium, et d'une arrivee d'azote, on place 2,22 g (0,022 mole) de 
diisopropylamme dans 30 ml de THF anhydre. On amene la solution a 0°C puts 
on ajoute 13,75 ml de BuLi en solution a 1,6 M dans 1'hexane (0.022 mole). On 
agite 30 minutes a 0°C, puis on abaisse la temperature a -40«C, puts on 
additionne 1,86 g (0,02 mole) de 2-methylpyridrine. On agite 30 mmutes a 
-40'C puis on ajoute 2,58 g (0.015 mole) de 2,3-dichlorobenzon.tnle dans 
20 ml de THF anhydre. On laisse le milieu reactionnel revenir a la temperature 
ambiante et on ajoute 20 ml d'eau puis on ajuste le P H vers 2 par add.uon 
d'H 2 S0 4 °N On chauffe a reflux et sous agitation pendant 2 heures. On separe 
la phase organtque, on seche sur sulfate de sodium. Le solvant est evapore et le 
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residu est chromatographic sur colonne de silice en eluant au chloroforme pour 
obtenir 3,19 g (80%) de cetone pure. 

- Point de fusion (Pf) = 1 12°C 

- Analyse elementaire : Cj3 H9 N O CI2 
Calcule % C : 58,67 H : 3,41 N : 5,26 
Trouve % C : 58,53 II : 3,63 N : 5,34 

- Spectre de l H RMN (CDCI3) (5 ppm, signal, N protons, attribution) : 
8, doublet, H en 6 pyridine ; 7,6,5, multiple!, 6, II aromatiques. 
5,55, s, 1 ( 80%) H vinylique ; 4,25, s s2 (20 %) CH 2 . 

La base ainsi obtenue peut-etre transformee en chlorhydrate : on dissout la 
base dans Tether anhydre et on ajoute goutte a goutte de Tethanol anhydrc 
sature d'HCl. 

- Analyse elementaire : C13 Hjq N O CI3 : 
Calcule % C : 51,60 H : 3,33 N : 4,63 
Trouve % C : 51,75 H : 3,52 N : 4,58 

0 1 -hydroxy, l-(2,4-dichlorophenyl),2-(2-pyridyl)ethylene (compose 6) 
Le compose 6 est prepare selon un mode operatoire identique a celui decrit 

ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 2, mais avcc utilisation de 

2-4-dichlorobenzonitrile au lieu du 2-chlorobenzonitrile. 

g) 1 -hydroxy, l-(2,5-dichlorophenyl),2-(2-pyridyl)ethylene (compose 7) 

Le compose 7 est prepare selon un mode operatoire identique a celui decrii 
ci-dessus dans ie cadre de la preparation du compose 2, mais avec utilisation de 
2-5~dichlorobenzonitrile au lieu du 2-chlorobenzonitrile. 

h) 1 -hydroxy, l-(2,6-dichlorophenyi),2-(2-pyridyl)ethylene (compose 8) 

Le compose 8 est prepare selon un mode operatoire identique a celui decrii 
ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 2, mais avec utilisation dc 
2-6-dichlorobenzonitrile au lieu du 2-chlorobenzonitrile. 

i) 1 -hydroxy, l~(2-chlorophenyl),2-(2-quinonyl) ethylene (compose 9) 

Le compose 9 est prepare selon un mode operatoire identique a celui decrii 
ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 2, mais avec utilisation du 
2-methylquinoleine au lieu du 2-methylpyridine. 
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j) i-amino,l-(2-chlorophenyl),2-(2-quinolyl)ethylene (compose 10) 

Le compose 10 est prepare selon un mode operatoire identique a celu. 

decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 9, mais sans l'etape 

d'hydrolyse par addition d'H 2 S04- 

k) Chlorure de 6-aminobenzo[c]quinolizium MPB-26 (compose 11) 
Dans un reacteur de 500 ml, muni d'un refrigerant a reflux avec unc garde 
a chlorure de calcium, et d'une arrivee d'azote, on place 2,22 g (0,022 mole) de 
diisopropylamine dans 30 ml de THF anhydre. On amene la solutton a 0«C. 
puis on ajoute 13.75 ml de BuLi en solution a 1.6 M dans 1'hexane 
(0 0" mole). On agite 30 minutes a 0°C, puis on abaisse la temperature a 
40°C puis on additionne 1,86 g (0,02 mole) de 2-methylpyridrine. On ague 
30 minutes a -40°C, puis on ajoute 2,75 g de 2-chlorobenzonitrile (0.02 mole) 
dans 20 ml de THF anhydre. On laisse le milieu reactionnel revenir a la 
temperature ambtante et on ajoute une solution a 10% de chlorure d'ammomum. 
La phase organique est separee, on seche sur S0 4 Na 2 , on evapore et le restdu 
est porte a 200°C sous un courant d'azote pendant 15 minutes. On observe un 
degagement de vapeurs blanches et la prise en une masse brunatre du residu. Le 
, produit est purifie par un premier lavage a I'acetone puts dissolutton dans 
I'ethanol et precipite par I'acetate d'ethyle. On pent aussi punf.er par 
chromatographie sur colonne d'alumine neutre et elutton par I'acetate d'ethyle 
On obttent ainsi 1,73 g (35%) d'un produit cristallisant avec une molecule 
d'eau. 

5 - Point de fusion (P0 = decomposition vers 280°C 

- Analyse elementaire : C 13 H 13 C| N 2 O (Cj3 H\ \ C, N 2 , H 2 0) 
Calcule % C : 62,78 H : 5.27 N: 11,26 

Trouve % C : 62,86 H : 5,03 N : 11,25 

- Spectre de masse : m/e 194 (M+ - HC1 - H 2 0). 

50 - Spectre infrarouge (KBr) (v cm-1 . attribution) : 3460. 3360, NH 2 . 1660, 

1640, 1600, C=N, C=C ; 760 benzene orthosubstitue. 

- Spectre de lH RMN (DMSOd6) (8 ppm, signal, n protons, attribution): 
3, 2 a 4, pic echangeable D 2 0 (NH 2 + H 2 0); 7,1 singulet, H en 5; 7.4 a 8,15, 
2 massifs, 5H aromatiques; 9.00, 2H, aromatiques ; 9,8. doublet J -8 Hz. 

35 H en 1 
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1) Chiorure de 6-hydroxybenzo[c]quinolizinium MPB-05 (compose 12) 
Le I -hydroxy t l-(2-chlorophenyl),2-(2-pyridyl)ethyIene (compose 2) est 
neutralise par une solution aqueuse de carbonate de sodium, la base est extraite 
par Tether, la solution est sechee sur S04Na2 puis le solvant evapore. 1,16 g 
(0,005 mole) de base sous forme d'huile jaune pale est chauffee sous azote a 
195°C pendant 15 minutes. Le residu ainsi obtenu, est lave a l'acetone, puis 
dissout dans l'ethanol et precipite par addition d'acetate d'ethyle. On obtient 
0,75 g (60%) d'un produit cristallise avec une molecule d'eau de couleur blanc 
creme. 

- Point de fusion (Pf) = 256°C (decomposition) 

- Analyse elementaire : C^ Hiq CI N O, H 2 0 soit C13 H I2 CI N O 
(M = 231,5 + 18=249,5) 

Calcule % C : 62,53 H : 4,85 N : 5,61 
Trouve % C : 62,40 H : 5,00 N : 5,80 

- Spectre de masse : m/e 195 (M + - HC1 - H2O), 167 (M+ - HCI - FbO 

- CO). 

- Spectre infrarouge (KBr) (v cm' 1 , attribution) : 3250, OH; 1640, C = N, 
770, benzene orthosubstitue. 

- Spectre de RMN (DMSOd6) (6 ppm, signal, n protons, attribution): 
6,60. pic large echangeable D2O, HO; 7,75, singulet, H en 5 ; 7,9 a 8,6, 
multiplet, 6H, aromatiques; 9,15, doublet, J = 6,5 Hz, 1H ; 10, doublet, J « 
6Hz, H en 1. 

m) Bromure de 6-aminobenzo[c]quinolizinium MPB-01 (compose 13) : 
Le compose 13 est prepare selon un mode operatoire identique a celui 
decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 11, mais avec 
utilisation du 2-bromobenzonitrile au lieu du 2-chlorobenzonitrile. 

n) Chiorure de 6-amino,10-chlorobenzo[c]quinolizinium MPB-02 (compose 14) 
Le compose 14 est prepare selon un mode operatoire identique a celui 
decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 11, mais avec 
utilisation du 2,3-dichlorobenzonitrile au lieu du 2-chlorobenzonitrile. 

0) Chiorure de 6>amino,9-chlorobenzo[c)quinolizinium (compose 15) : 
Le compose 15 est prepare selon un mode operatoire identique a celui 
decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 11, mais avec 
utilisation du 2,4-dichlorobenzonitrile au lieu du 2-chlorobenzonitrile. 
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n) Chlorure de 6-amino,7-chiorobenzo[c]quinol.zinium (compose 16) : 
Le compose .6 est prepare selon un mode operatoire tdentique a celu. 
decnt ci-dessus dans le cadre de .a preparation du compose 11 mats avec 
utilisation du 2,6-dichlorobenzonurile au lieu du 2-chlorobenzom.nle. 

a) Chlorure de 6-amino,8-chlorobenzo[c]quinolizinmm (compose 17) : 
Le compose 17 est prepare selon un mode operatoire ident.que a celut 
decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 11, mats avec 
utilisation du 2,5-d.chlorobenzonitrile au lieu du 2-chlorobenzomtnle. 

r) Bromure de 6-hydroxybenzo[c]quinolizinium MPB-06 (compose 18) : 
Le compose 18 est prepare selon un mode operato.re tdentique a celu. 
decrit ci-apres dans le cadre de la preparation du compose 19, mais effectue a 
partir du compose 4 au lieu du compose 5. 

s) Chlorure de 6-hydroxy,10-chlorobenzo[c]qutnolizinium MPB-07 
(compose 19) k . bromopbenvl)>2 -(2- Py rid y l)eih y lene (compose 5) 1.40 

g (0.0053 mole) est chauffee sous .azote a 215»C. Vers 190'C. on note 
'apparition de fumees blanches de HC. et on poursuit le chauffage pendan 
10 minutes a 220»C. Le produit est lave au chloroforme pu.s le res.du (1,82 g) 
est purifte par chromatography sur co.onne de silice en eluant par .acetate e, 
1-alcool. On obtient ainsi 0.58 g (42%) de produ.t. 
. Pf = 196 °C (decomposition) 
- Analyse elemental : C13 Hio N O CI2 
Calcule % C : 56,75 H : 3,66 N : 4,63 
Trouve % C : 56,25 H : 3,31 N : 4,78 

t) Chlorure de 6-hydroxy,9-chlorobenzolc)quinolizinium MPB-08 
(compose 20) : 

Le compose 20 est prepare selon un mode operatoire .dennque a celu, 
decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 19, mats effectue a 
partir du compose 6 au lieu du compose 5. 
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u) Chlorure de 6-hydroxy,7-chIorobenzo[c]quinolizium (compose 21) : 
Le compose 21 est prepare seion un mode operatoire identique a ceiui 
decru ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose 19, mais effectue a 
5 partir du compose 8 au lieu du compose 5. 

v) Perchlorate de 8-aminodibenzo[c,f]quinolizinium (compose 22) : 
Dans un reacteur de 500 ml, muni d'un refrigerant a reflux avec une garde 
a chiorure de calcium, et d'une arrivee d'azote, on place 2,22 g (0,022 mole) de 

io diisopropylamine dans 30 ml de THF anhydre. On amene la solution a 0°C, 
puis on ajoute 13,75 ml de BuLi en solution a 1,6 M dans I'hexane 
(0,022 mole). On agite 30 minutes a 0°C, puis on abaisse la temperature a 
-40°C, puis on additionne 2,86 g (0,02 mole) de quinaldine. On agite 
30 minutes a -40°C, puis on ajoute 2,75 g de 2-chlorobenzonitrile (0,02 mole) 

15 dans 20 ml de THF anhydre. On laisse le milieu reactionnel revenir a la 
temperature ambiante et on ajoute une solution a 10% de chlorure d' ammonium. 
La phase organique est separee, on seche sur S04Na2, on evapore et le residu 
est portc a 230°C sous un courant d'azote pendant 30 minutes. On observe un 
degagement de vapeurs blanches d'acide chlorhydrique et la prise en une masse 

20 brunatre du residu. Le produit est purifie par un premier lavage a l'acetone puis 
dissolution dans Tethanol et precipite par r acetate d'ethyle. Le produit est 
dissout dans un minimum d'eau et on ajoute une solution d'acide perchlorique 
jusqu'a fin de precipitation. Le compose est ftltre pour recueillir 2,20 g (32%). 

- Analyse elementaire : C\j H13 CI N2 O4 

25 Calcule % C : 59,22 H : 3,80 N : 8,13 

Trouve % C : 59,39 H : 3,95 N : 8,26 

- Spectre infrarouge (Kbr) (v cm- 1 , attribution) : 3400, 3280, NH2; 1650, 
1600, 1000, bande large, CIO4. 

- Spectre de l H RMN (DMSOd6) (8 ppm, signal, n protons, attribution) : 
30 7,0, singulet, 1H en 5 ; 7,5 a 8,7, multiple!, 10H aromatiques ; 9,0 singulet, 

2H, echangeables D2O. 

w) Chlorure de 6-acetamidobenzo[c]quinoIizinium (compose 23) : 
On dissout 1 g (0,004 mole) de chlorhydrate de 6- 
35 aminobenzo[c]quinolizinium dans 10 ml d'acide acetique, puis on ajoute 25 ml 

d 1 anhydride acetique. On porte a reflux pendant 24 heures, puis on evapore 

T anhydride et l'acide acetique sous pression reduite. 
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Lc produu obtenu de couleur violette est lave a I'acetate d'ethyle, puis 
recristallise dans l'ethanol. On obtient 0,93 g (85%) d'un produ.t blanc creme. 
. pf = > a 280°C 

- Analyse elementaire : C[$ H13 CI N2 0 
, Calcule % C : 66,05 H : 4,80 N : 10,27 

Trouve % C : 65,85 H : 5,01 N : 10,31 

. Spectre infrarouge (KBr) (v cffl-1. attribution) : 3450, NH; 1700, C. = O. 
x) Perforate de i,2,3,4-tetrahydro,6-aminobenzo[c,f)quinolizinium 

10 (compose 24) : 

Le chlorhydrate de 6-aminobenzo[c]quinolizinium 0,50 g (0,002 mole) est 
cHssous dans 20 ml d'ethanol, et est mis en presence d'oxyde de platine et 
d'hvdrogene a pression atmospherique. Lhydrogenation est realisee en quelques 
minutcs~pu.s la solution est filtree, l'alcool evapore et le residu repns par 10 ml 

„ d'eau distillee et on ajoute une solution d'acide perchlorique a 25% tant que le 
precipite se forme. Le produit blanc est recristallise dans le methanol pour 
donner 0,54 g (91 %) de perchlorate. 

- Pf = 240°C 

- Analyse elementaire : C13 H15 CI N2 O4 

,0 Calcule %: C : 52,27 H : 5.06 N : 9,38 

Trouve %: C : 52,30 H : 5,16 N : 9.46 

- Spectre infrarouge (KBr) (v cnrl. aUribu tion) : 3460,3360,NH 2 ; 1650, 

1600 1100, bande large, CLO4. 

Spectre de *H RMN (DMSOd6) (8 ppm, signal, n protons, attribution) : 
,5 2,1, multiples CH 2 en 2 et 3; 3,20, triplet, CH 2 en 4; 4,45. triplet, CH 2 a 1.; 
6,60, singulet. H en 5; 7,6 a 8,4, multiple!, 4H, aromatiques; 8,6 smgulet, 2H, 
echangeables D 2 0. 

II- Procede de preparation des composes A a F : 

a) 1-amino l-(2,6-dichlorophenyl) 2 -[l-(3,4-dihydropyrido(3-4-b]indolyl)] 
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ethylene (compose A) 

Dans un reacteur muni d'une arrivee d'azote, 1,84 g (0,01 mole) 
d'harmalane sont mis en solution dans 40 ml de THF et sont amenes a -40°C. 
On ajoute goutte a goune 13,75 ml (0.022 mole) de BuLi, une coloration rouge 
foncee apparait, la solution est laissee sous agitation pendant 30 min. Le 2,6- 
dichlorobenzonitrile 1.71 g (0.01 mole) est mis en solution dans 15 ml dc THF 
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puis ajoute goutte a goutte. Apres 1 h a -40°C, ie melange est ague 4 h a 
temperature du laboratoire. L'evolution de la reaction est suivie sur CCM, la 
disparities des produits de depart est correlee a l'apparition d'une tache 
fluorescente jaune caracteristique de Timine. L'hydrolyse par 5 ml d'une 
solution de NH4CI a 10 % permet de recueillir la phase THF contenant Pimine. 
Cette phase est sechee sur NA2SO4, filtree puis evaporee a sec. Le produit est 
purifie par chromatographic colonne sur gel de silicc, elution par un melange 
CH2CI2/CH3COOC2H5 5 %. On obtient ainsi 2,06 g du compose A, soit un 
rendement de 58 %. 
-Pf = 228°C 

- Analyse elementaire : C19 H15 N3 CI2 
Calcule % C : 64,06 H : 4,24 N : 11,79 
Trouve % C : 64,21 H : 4,37 N : 11,62 

- Spectre infrarouge (KBr) (v cm" 1 , attribution) : 
3428, 3255, 3134 curl, NH; NH 2 

3134 cm" 1 , C = C-H 
2932, 2843 cm* 1 , CH 2 

- Spectre 1 H RMN (CDCI3) ( 6 ppm, signal, n protons, attibution) : 
8.40 singulet echangeable par D2O, 3 H, NH et NHo 

7.20, multiplet, 7 H, protons aromatiques 
5.00, singulet, 1 H, H vinylique 
3.70, triplet, J=6Hz, 2 H, CH 2 
3.00, triplet, J=6Hz, 2 H, CH 2 

b) 1-amino l-(o-chlorophenyl) 2-[l-(3,4-dihydropyrido [3-4-b]indolyl)] 
ethylene (compose B) 

Le compose B est prepare selon un mode operatoire identique a celui 
decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose A mais avec 
['utilisation de rorthochlorobenzonitrile au lieu du 2,6 dichlorobenzonitrile. 

c) 1-amino l-(2,5-dichlorophenyl) 2-[l-(3,4-dihydropyrido [3-4-b]indolyl)] 
ethylene (compose C) 

Le compose C est prepare selon un mode operatoire identique a celui 
decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose A mais avec 
Tutilisation du 2,5 dichlorobenzonitrile au lieu du 2,6 dichlorobenzonitrile. 
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d) 1-amino K2,4-dichlorophenyl) 2-[l-(3,4-dihydropyrido [3-4-b]indolyD] 
ethylene (compose D) 

Le'compose D est prepare selon un mode operatoire identique a celui 
5 decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose A mats avec 
l-utilisalion du 2,4 dichlorobenzonitrile au lieu du 2,6 dichlorobenzon.tr.le. 

e) 1-amino l-(2,3-dichlorophenyl) 2-[l-(3,4-dihydropyrido [3-4-b]indolyl)] 
ethylene (compose E) 

l0 Le compose E est prepare selon un mode operatoire identique a celu, 

decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose A mats avec 
Putilisaiion du 2,3 dichlorobenzonitrile au lieu du 2.6 dichlorobenzon.tr.le. 

f) 1-amino l-(4-bromo,2-chlorophenyl) 2-[l-(3,4-dihydropyrido I3-4-b]indolyl)] 

15 ethylene (compose F) 

Le compose F est prepare selon un mode operatoire .dentique a celu. 
decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose A ma.s avec 
Utilisation du 2-chloro-4 bromobenzonitrile au lieu du 2,6 d.chlorobenzon.tr.le. 
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III- Procede de fabrication des composes G a L : 
Cyclisation des composes A a F en quinolizinium G a L. 

a) Chlorure de 14-am.no 6,7-dihydro 12H-l-chloro benzo-lnl indolo[2,3- 

al quinolizinium (compose G). 

L'enamine A purif.ee est chauffec sous azote ; vers 150°C le produ.t se 
liquef.e puis a 195°C des fumees blanches apparaissent et le produ.t se prend 
en masse. Le chauffage est maintenu a cette temperature pendant 10 mm. On 
observe en CCM la disparition de la tachc fluorescente jaune de T.m.ne d'un Rf 
de 0 3 sur silice dans CH 2 C1 2 et ^apparition d'une tache fluorescente jaunc-vert 
du produit cycl.se d'un Rf de 0,1 sur alumine dans 1'alcool. Le produ.t est 
purine par lavage a 1'acetone, puis realisation dans I'alcool ou par 
chromatographic : alumine - alcool. 

Le produit ainsi obtenu est de couleur marron cla.r, avec un rendemen. de 17 A . 

. Pf = 228°C. 

- Analyse elementaire : C 19 H 15 N 3 Cl 2 , 1/2 H 2 0 
Calcule % C : 62,48 H : 4,41 N: 11,50 
Trouve % C : 62,29 H : 4,47 N : 11.43 
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- Spectre * H RMN (CF 3 COOD) ( 8 ppm, signal, n protons, attibution) : 
8.10 - 6.20, massif, 11 H, protons aromatiques + NH + NH2 

3.90, triplet ma! resolu, 2 H, CH2 en 6 
3.00, triplet mal resolu, 2 H, CH2 en 7 

- Spectres infrarouge (KBr) (v cm' 1 , attribution) presentent tous ies 
memes absorptions : 

3458, 3371 cm'', NH; NH 2 
3073 cm-1, C = C-H 
1638 cm' 1 , C=N, C = C 

b) Chlorure de 14-amino 6,7-dihydro 12H-benzo-ff) indolo[2,3-a] 
quinolizinium (compose H). 

Le compose H est prepare selon un mode operatoire identique a celui 
decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose G mais avec 
l'utilisation du compose B au lieu du compose A. 

Le produit obtenu est de couleur jaune moutarde avec un rendement de 56 % . 

- Pf superieur a 260°C. 

- Analyse elementaire : C19 Hjg N3 CI 
Calcule % C : 70,91 H : 5,01 N : 13,06 
Trouve % C : 70,33 H : 5,06 N : 12,71 

c) Chlorure de 14-ammo 6,7-dihydro 12H-2-ch)oro benzoyl] indolo[2,3- 
a] quinolizinium (compose I). 

Le compose I est prepare selon un mode operatoire identique a celui decrit 
ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose G mais avec T utilisation 
du compose C au lieu du compose A. 

Le produit obtenu est de couleur marron clair avec un rendement dc 7 %. 

- Pf superieur a 260°C. 

- Analyse elementaire : C\g H15 N3 CI2, H 2 0 
Calcule % C : 60,97 H : 4,38 N : 11,22 
Trouve % C : 61,32 H : 5,03 N : 10,52 

d) Chlorure de 14-amino 6,7-dihydro 12H-3-chloro benzoyl] indolo[2,3- 
a] quinolizinium (compose J). 

Le compose J est prepare selon un mode operatoire identique a celui decrii 
ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose G mais avec Tutilisation 
du compose D au lieu du compose A. 
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Le produit obtenu est de couieur marron clair avec un rendcment de 52 %. 

- Pf superieur a 260 °C. 

- Analyse elementaire : C\g U\s N3 Cb 
Calcule % C : 64,06 H : 4,24 N; 11,79 
Trouve % C : 63.89 H : 4.48 N : 11.58 

e) Chlorure de 14-amino 6,7-dihydro 12H-4-chloro benzo-UJ indolo[2,3- 

al quinolizinium (compose K). ... 
Le compose K est prepare selon un mode operatoirc idenuque a celu. 
*" d6 crit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose G ma.s avec 
[•utilisation du compose E au lieu du compose A. 

Le produit obtenu est de couieur marron clair avec un rendement de 6 k. 
- Pf superieur a 260°C. 
, s - Analyse elementaire : C19 H 15 N 3 Cl 2 , H 2 0 

Calcule % C : 60,97 H : 4,58 N : 11.22 
Trouve % C : 60,56 H : 4,66 N : 10,84 

0 Chlorure de 14-amino 6,7-dihydro l2H-3-bromo benzoyl] indolo[2,3-al 

i0 quinolizinium (compose L). 

Le compose L est prepare selon un mode operato.re .dent.que a celu. 
decrit ci-dessus dans le cadre de la preparation du compose G ma.s avec 
I 'utilisation du compose F au lieu du compose A. 

Le produit obtenu est de couieur jaune moutarde avec un rendement de 12 %. 

-, 5 - Pf superieur a 260°C. 

- Analyse elementaire : C 19 H 15 N 3 CI, Br, 2H 2 0 
Calcule %C : 52,25 H : 4,38 N : 9,62 
Trouve % C : 52,28 H : 4,36 N : 9,66 

30 IV- Etude des effets des composes de Invention sur le CFTR : 

A) Mfiihodologis 

a) Culture des cellules epitheliales humaines et des cellules recombinantes 

3S CHO : . 

Plusieurs types cellulaires sont utilises pour cette etude : tes Ugnees 
intestinales 184, Cacibl et KL22- Des cellules Chinese-Hamster-Ovary (CHO- 
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Kl) ont ete transferees a I'aide du vecteur pNUT (Tabcharani ct al., 1991) 
incorporant ou non (cellules controles) 1'ADNc CFTR normal ou mute (Chang 
et al., 1993). Les cellules sont maintenues dans cc milieu specifique puis 
ensemencees a faiblc densite sur lamelles de verres et cultivees a 37°C 
(5% C0 2 ) avant les experiences de patch-clamp. Le milieu de survie des 
cellules est compose de ctMEM avec du serum de boeuf foetal (7%) et des 
antibiotiques : antibiotiques : 50 IU/ml penicilline et 50 M g/ml streptomvcine et 
methotrexate (100 pM a 200 pM). 

b) Principes de la technique d'electrophysiologic moleculaire ou patch- 
clamp : 

L'activite electrique des cellules est contrdlee par la presence et le 
fonctionnement de pores transmembranaires, les canaux ioniques. Les canaux 
ioniques sont des proteines dont Petal conformationnel peut etre modifie en 
reponse a differents facteurs : le champ electrique transmembranaire. la fixation 
de ligands ou des reactions biochimiques post-transcriptionnelles. Le courant 
traversant un canal ionique est de lordre du milliardieme d'Ampere (pico 
Ampere, 1 pA = 10"12 A). II peut etre mesure par les techniques 
d'electrophysiologie moleculaire plus communement nominees patch-clamp. 

Avec les techniques classiques de mesure des courants transmembranaires 
par des microelectrodes intracellulaires, le bruit de fond thermodynamique est 
au moins cent fois superieur au courant traversant un seul canal ionique. Dans 
de telles conditions, le flux dans un canal est masque par ce bruit dont la 
variance croit avec le courant moyen. Erwin Neher et Bert Sackman (voir 
Hamill et al., 1981) du Max Planck Institut de Gottingen ont montre que Ton 
pouvait par 1'analyse du bruit estimer le courant passant dans un canal ionique. 
Le bruit de fond thermodynamique est proportionnel a la surface de la 
membrane. Ainsi, en limitant celle-ci, le bruit de fond devient inferieur au 
courant traversant le canal . 

La technique du patch-clamp dccoule de 1'observation faite par ces deux 
chercheurs et leurs collaborateurs : une micropipette de verre appliquee sur une 
surface membranaire y adhere de telle sorte que la resistance electrique etablie 
entre la pipette et la membrane atteint la valeur du gigaohm (1 Gohm = 109 
ohm). La loi d'ohm donne la resistance electrique (R) par rapport a rintensite 
du courant I (en Ampere) et le potentiel U (en Volt) impose (equation 1) et 
permet de determiner la conductance (unite : le picoSiemens, ps) unitaire du 
canal g (equation 2). 
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(equation 1) U - ^' 
(equation 2) g = 1 /R 

Les forces d' interaction entre le verre dc la pipette et les phospholipides 
de la membrane permettent de reduire les courants de fuitc, etape ind.spensable 
pour la mesure du courant traversant un canal ionique. La conf.guratton obtenue 
atnsi est designee par le terme de "cell-attached" ou cellule attachee. En reurant 
la pipette a partir de la configuration cellule attachee. on arrache un fragment 
(patch) de membrane qui reste fixee a I'extremite de la pipette. La configuration 
ainsi obtenue est dite "inside-out" car la face intracellular de la membrane se 
retrouve dans le ba.n. La face extracellulaire de la membrane est en contact avec 
la solution contenue dans la pipette alors que la partie intracellular est en 
contact avee le milieu de perfusion de la cuve experimentale. Un montage 
electronique permet d'.mposer (to clamp) une difference de potentiel (Vref -Vp) 
entre l'electrode de reference du bain (Vref) et la pipette (Vp) et de mesurer le 
courant 1 resultant. Si la composition ionique est la meme de part et d'autre de 
la membrane (milieux symetriques), 1'intensite du courant 1 est alors d.rectement 
proportionnelle a la difference de potentiel imposee a la membrane, Les po.nts 
I(V) se repartissent generalement sur une droite dont la pente et la position 
definissent la conductance unitaire (g) du canal et le potentiel d'inverston du 
courant Erev. Au potentiel diversion, le flux de charges a travers la 
membrane est nul. Le potentiel diversion sera defin. par 1'equation de Nerns. 
(equation 3) ou E represent le potentiel de Nernst pour 1'ion considere et C la 
concentration de 1'ion dans les compartiments extracellular (Co) et 
intracellulaire (Ci). 

(equation 3) E = RT/zF Log Co/Ci 

En configuration cell-attached, le potentiel de Telectrode s'additionne a 
celui de la membrane qui est d'environ -60 mV. Dans toutes les cellules, les 
concentrations en ions potassium (K+) et chlore (CI") sont respect.vement 
voisines de 150 mM et 10 mM. Avec une pipette contenant 150 mM KC1, les 
potentiels de Nerns. pour les ions K+ (E K ) et CI" (Ec,) seront respect.vement 
proches de zero et -50 mV. L' inversion du courant chlore sera done obtenue au 
voisinage du potentiel de repos, e'est-a-dire sans appliquer de potentiel a la 
membrane (Vp = O mV). Par contre, l'inversion d'un courant potassium sera 
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obtenu en annulant le potentiel de la membrane, done en la depolarisant de 50 a 
60 mV. Cet exemple illustre les strategies utilisees pour apprecier la nature 
ionique d'un canal. Les informations collectees par cette technique sont 
representees par la fluctuation d'un courant electrique (de I'ordre de la 
5 milliseconde, ms) qui traduit les transitions entre les differents etats de 
conductance du canal. 

c) Patch-clamp applique a I'etude des cellules epitheliales en culture. 

10 Les experiences de patch-clamp sont effectuees sur des cellules 

confluantes. L)n fragment de la lamelle de verre (support des cellules) est place 
dans unc cuve d' experimentation (volume 600 jil ou 1 ml) sur la platine d'un 
microscope inverse, equipe avec un eclairage en contraste de phase (Olympus 
IMT2). Les configurations cell-attached et inside-out sont utilisees (Hamill et 

15 al., 1981). Les experiences sont realisees a temperature ambiante (20-22°C). 
Les courants sont amplifies avec un amplificateur LIST EPC 7 (Darmstadt, 
Germany) (Filtre de 3 kHz) avec un filtre passe-bas de 2-5 kHz (filtre Bessel a 
6 poles) et enregistres avec un DAT (Digital Audio Tape) apres digitisation 
(16 bits) a 44 kHz. Les donnees sont ensuite transferees sur un ordinateur 

20 Olivetti M28PC. La fabrication des pipettes s'effectue a partir de tubes de verre 
de i mm de diametre (Clark Electromedical Instrument) en deux ou trois etapes 
avec une etireuse horizontale (type Flaming/Brown, modele P-87. Sutter Inst. 
Co. USA). Les pipettes remplies d'une solution de 150 mM NaCI ont une 
resistance comprise entre 4 et 12MQ. Les potentiels sont exprimes comme la 

2.s difference entre le potentiel de 1'electrode de patch ct celui du bain. En 
configuration cell-attached, ils representent le changemcnt de potentiel par 
rapport au potentiel de repos de la cellule. Les potentiels de jonction sont 
e values par le potentiel de 1'electrode correspondant a un courant nul (lorsque 
les canaux sont fermes). Ils sont minimises en utilisant un pont d'agar 

30 etablissant la connexion entre le bain et T electrode de reference (terre) et 
contenant la meme solution que celle de la pipette. Le potentiel d'inversion du 
courant et la conductance unitaire des canaux sont obtenus a partir de la relation 
courant-voltage (I/V) par regression lineaire. Pour determiner la relation 
courant- voltage, les amplitudes courants ioniques sont mesurees a partir 

35 d'histogrammes d'amplitude. Les histogrammes d'amplitude se presentent 
comme la somme de deux ou plusieurs distributions Gaussiennes dont les pics 
correspondent aux etats ouverts et fermes des canaux presents dans 1'electrode. 
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A partir de ces htstogrammes on peut determiner : N. le nombre total de canaux 
presents dans le patch ; n. le nombre de canaux simultanement ouverts (n-O 1 
7 N ) Po la probabilite d'ouverture d'un canal; et 1, Tintensite moyenne du 
courant dans un canal. Lorsque les canaux en presence sont de meme type et 
supposes s'ouvrir et se fermer mdependamment les uns des autres, la probab.Lte 
d'avoir n canaux ouverts simultanement est donnee par la distribution binom.ale 
(equation 4) d'ou Ton deduit la probabilite individuelle Po (equat.on 5). 

(equations P(n) = (N!/n!(N-n)P 0 n.(l-Po)N-n 
(equation 5) Po = P(n)/N 

L'etude presente ne concernant que des canaux C\'< un courant sortant 
devra etre interpret* comme un mouvement d'ions CI" sortant de la pipette vers 
le milieu intracellular des cellules ou vers le milieu de perfus.on. La 
pcrmeabilite relative P X /P C 1 d'un anion X" par rapport aux tons CI" a ete 
utilisee pour evaluer la selectivity ionique des canaux en configuration ms.de- 
out L'equation de Goldman-Hodgkin-Katz (equation 6) permet de reher le 
rappor, des perrneabilites en fonction du potentiei diversion (Erev) obtenu 
experimentalement et des concentrations respectives des anions en presence. 

(equation 6) Erev = -RT/F In (lCl-] e + P^Cl PC-JeACTli + 

Px/P( r 1 e f i X e 1 J ) concentration 1Qnique intrace liulaire et extracellular, R, T et F 
ont leur signification habituellc. 

Pour le remplissage des electrodes de patch, la composition des solutions 
salines est (en mM) ; 150 NaCl, 2 MgCl 2 , 10 TES (pH 7,4). Le bain de 
perfusion des cellules contient (en mM) : 145 NaCl, 4 KCl. 2 MgCl 2 , 
0.5 CaCl 2 , 10 TES (pH 7,4). 

d) Mesure des courants de court-circuit en chambre de Ussing. 

rinteret de la culture des epitheliums dans des chambres a fond 
permeable et notamment des epitheliums digestifs (lignee HT 29 et ses differents 
i clones lignee T84 ou Caco2) a ete largement demontre lors d'etudes de b.olog.e 
cellular Dans cette technique, les cellules sont mises en culture a Tinteneur 
d'une cupule ou le fond est consume d'une membrane de polystyrene percee de 
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trous dont le diametre (entre 0,45 et 3 jam) et la repartition sont soigneusement 
mesures. Elle permet l'attachement des cellules sans ajouter de matrice 
supplemental. Elle est transparente dans un milieu dont 1'indice de refraction 
est voisin de celui de l'eau et permet Texamen optique de la couche celiulaire. 
5 Cependant des limitations existent. Bien que la faible epaisseur de la membrane 
Hmite la retention des fluides, on ne peut exclure qu'elle puisse constiruer un 
piege pour des macromolecules ou des complexes comme les gelosomes. Cette 
cupule de 5 cm 2 de surface est placee dans une plaque a 6 puits. L'attachement 
et la culture des cellules y sont conduits de maniere traditionnelle. Une 

10 quinzaine de jours apres 1'ensemencement les cellules forment une monocouche 
etanche. Cette etancheite est averee par l'apparition d'une resistance electrique 
ou par la non diffusion de macromolecules entre les deux compartiments 
muqueux et sereux. La culture est stable une dizaine de jours en maintenant un 
milieu de culture identique dans les deux compartiments. Cette culture des 

15 epitheliums dans des chambres a fond permeable est tout a fait utile pour etudier 
la nature et la regulation des secretions et des passages de molecules chargees ou 
non chargees a travers repithelium. Le transport transepithelial va dependre de 
la nature des permeases presentes dans les deux domaines apicaux ou 
basolateraux, de part et d'autre de la jonction serree. Les proprietes de 

20 Tepithelium qui se traduisent par un passage de molecules chargees, peuvent 
etre facilement deduites de la mesure du potentiel transepithelial ou du couram 
de court-circuit. Quand les molecules sont neutres on utilise des molecules 
marquees pour suivre leurs mouvements. 

25 e) Principes de la methode de mesure. 

Schematiquement le transport transepithelial est le bilan du transport 
celiulaire et de la diffusion selective a travers la jonction. Le transport celiulaire 
resulte de l'activite de couples de permeases specifiques situees respectivement 

30 sur le pole apical et sur le pole basal de la cellule (canal Na+ et Na + /K + 
ATPase, canal Cl~ et cotransporteur Na + /K+/CI~, cotransporteur Na/glucose et 
transporteur diffusionnel du glucose ...). Quand Tepithelium transporteur est 
etanche la jonction serree isole deux parties de la membrane qui ont un potentiel 
different par rapport au milieu. On peut utiliser une analogie electrique simple et 

35 les considerer comme des elements de circuit ayant respectivement les potentiels 
Vm (muqueux) et Vs (sereux). Ces deux membranes en serie ont done un 
potentiel Vt qui est la somme algebrique Vm -I- Vs. Dans le tissu utilise Vt peut 
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atteindrc -5 mV dans les conditions standards. Pour determiner les 
caracteristiques de repithelium on pent utiliser trois types dc mesure. 

M^cnr* en circ uit ouvert. 

On mesure la difference de potentiel existant d'une part et d'autre de la 
couche cellulaire. Puis a temps fixe, on envoie dans le circuit un courant 
parametrable i (uA) qui provoque une variation de difference de potent.el AV 
proportiorvnelle a la resistance du circuit. 

M^., r p en cour? nt ^ gatlLgkOliL 

On introduit dans le circuit un courant i, ajustable, qui utilise la resistance 
du tissu pour creer une difference de potentiel qui va s'ajouter algebriquement a 
celle existante. Quand le courant a la valeur Isc (courant de court-circuit) Vt est 
nul ; Isc x Rt - Et = 0 ou Isc = Et/Rt. Dans ces conditions Vm-Vs=0 et 
Vm = Vs les deux membranes muqueuse et sereuse sont au meme potentiel. 
Pour determiner la resistance on impose au circuit une difference de potentiel 
choisie et on mesure la resistance en appreciant la deviation du courant Isc qui 
en resulte. 



i 0 Mesnre en voltape impost 

C'est un cas particulier de la mesure en courant de court-circuit ou Ton 
impose a repithelium d'avoir un potentiel nul. Dans ces conditions on fixe le 
potennel transepithelial sans connaitre le potentiel de chacune des membranes. 
Pour cela on surimposc une difference de potentiel en prolongeant Tajout 
aleebrique de courant qui sert a la mesure de la resistance. On choisit un temps 
court pour le courant de court-circuit et un temps long pour le surajout. II est 
clair que la difference de potentiel va dependre, pour une resistance donnee de 
la capacite de 1'appareil a delivrer un courant maximum (100 uA ; pour 500 
ohms la difference de potentiel est de 50 mV) mais aussi de pouvoir mesurer la 
30 difference de potentiel resultante (1 V). 

Pour realiser ces mesures les cupules sont montees dans une chambre de 
Ussins modifiee. Nous utilisons une unite de controle "courant-voltage clamp" 
(WPI)^ couplee a un generateur d'impulsions permettant la production de courbe 
mtensite, voltage. Le signal recueilli est digitalise (MacLab) et traite en utilisant 
35 le logiciel Chart sur un ordinateur Macintosh Apple. 
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0 Proprietes dc l'epithelium teste. 

Dans un premier temps on utilisera l'epithelium forme par les cellules 
HT29. L'ajom de glucose au milieu de base (milieu salin symetrique, absence 
5 de stimulateur) dans le compartiment muqueux provoque une elevation du 
potentiel transepithelial et du courant de court-circuit sans affecter la resistance. 
L'epithelium fonctionne comme un absorbeur de glucose qui utilise du cote 
muqueux un transporteur de glucose Na dependant, et sans doute un 
transporteur diffusionnel du cote sereux. Le transport de sodium associe au 

)0 glucose provoque une difference de potentiel qui peut etre inhibee par la 
phlorizine tandis que le flux net de glucose est mesure avec des analogues de 
glucose radiomarques places dans les compartiments muqueux ou sereux. 

L'ajout dans le milieu d'agents qui provoquent une augmentation du taux 
d'AMPc induit un accroissement de Vt et de Isc qui est independant du glucose. 

15 II parait lie a la mise en place d'un transport transepithelial de CI" (sereux vers 
muqueux) ct implique un transporteur basotateral de chlorure du cote sereux et 
un canal chlorure du cote muqueux. Ce transport de CP est associe a un 
transport d'eau de meme sens. L'application, apres une elevation du taux 
d'AMPc, d'agents qui provoquent une elevation du taux de Ca 2 + intracellulaire 

20 entraine une nouvelle augmentation de Vt et de Isc qui associe, sans doute un 
passage de Ca 2 + muqueux vers sereux et un nouveau passage de CI" sereux 
vers muqueux. 

g) Mesure des flux de traceurs radioactifs applique a I'etudc des cellules 
25 epitheliales en culture. 

Cette technique permet de suivre la cinetique de sortie de I'iodure. Les 
cellules sont mises en culture dans des plaques 12 puits avec une dilution au 
1/10 apres passage. Au jour 3, les drogues a tester sont mises en solution dans 

30 du milieu B (37°C) en fonction de la concentration voulue. Les puits sont laves 
2 fois avec 1 ml de milieu B NaOH, 0,1 % glucose, qui est ensuite remplace par 
1 ml de solution de charge pendant 30 min. 

La cinetique de sortie de I'iodure est realisee apres avoir elimine la 
solution de charge et lave 3 fois les puits par 1,5 ml de milieu B. Pour cela 1 ml 

35 de milieu B est laisse 1 min dans le puits et recupere dans un tube a hemolyse 
pour etre remplace par 1 ml de milieu B neuf. La premiere minute sen de 
controle, le produit a tester est rajouter a partir de la deuxieme minute. 
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L'operation est repetee sur 10 min puis, les celles sont decrochees avec 1 ml de 
NaOH 0,1 N SDS 0,1 %. Le contenu de chaque puits est recupere dans un tube a 
hemolyse apres 25 mn d'agitation et les tubes sont camples 2 min dans un 
compteur gamma. 

B) Resuliats 

L'etude conccrne des molecules de la famille des benzoquinoliziniums, 
decritcs ci-dessus. Elles sont testees pour leur capacite a activer le canal CFTR. 
Le criblage des molecules en tant qu'ouvreurs du canal CFTR a ete realise en 
mesurant leur effet sur l'efflux d'iodure radioactif et sur les courants de chlorure 
transmembrana.res (Becq et al., 1993a). Ces donnees ont ete complements par 
la mesure du taux d'AMP cyclique (AMPc) intracellulaire et de ses variations 
dans diverscs situations experimentales 

Trois modeles cellulaires ont ete utilises pour evaluer 1'effet d'activation 
du CFTR par les benzoquinoliziniums : I' ovocyte de Xenope injecte avec de 
TARN codant pour le CFTR (cet ARN etanl designe par la suite ARNc-CFTR); 
la cellule recombinante CHO exprimant de maniere stable la proteine CFTR, et 
la cellule colonique humaine de lignee HT29 exprimant constitutivement la 
proteine CFTR. Le canal CFTR etant principalement regule par des proteines 
kinases A stimules par le taux d'AMPc intracellulaire, les experiences contrdles 
ont fait appel a des derives de l'AMPc capables de passer la membrane 
cellulaue. ct a la forskoline activateur de Tenzyme adenylate cyclase conduisant 
a la synthese d'AMPc dans une cellule. La figure 1 montre une telle activation 
obtenue avec 500 M M de cpt-AMPc (8-(4-chlorphenylthio)-adenosine-3',5'- 
monophosphate. cyclique), un analogue de l'AMPc traversant la membrane des 
cellules. L'activation du canal CFTR, mesuree par l'efflux de iodure, induit une 
augmentation de l'amplitude de l'efflux d'iodure (exprime en % du contenu 
cellulaire au temps t=0) et de la vitesse de sortie de l'iodure (pente des courbes 
a l'origine). 

Les experiences controle permettant d'evaluer l'efficacite des molecules 
testees sur l'activite du canal CFTR sont les suivantes : 
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1) ovocyte de Xenope : efflux de iodure radioactif ci courant chlorurc 
transmembranaire dans : 

- ovocytes injectes avec I'ARNc-CFTR (notes CFTR sur la figure 1 B); 
5 - les mcmes ovocytes en presence d'activateurs de la voie AMPc (cpt- 
AMPc, forskoline); 

- ovocytes injectes avec de l'eau (notes "eau" sur la figure 1 B) aux lieu 
et place de l'ARNc-CFTR; 

- les memes ovocytes mis en presence d'activateurs, ci-dessus 
\o mentionnes, de la voie AMPc. 

2) cellule CHO : efflux de iodure radioactif dans 

- cellules CHO non transfectees avec la protcine CFTR (notees. CHO- 
CFTR(-) sur la figure 2 B) en presence ou non d'activateurs, ci-dessus 

15 mentionnes; 

- cellules CHO transfectees avec le gene CFTR (notees, CHO- 
CFTR(-f) sur la figure 2 B) en presence ou non des activateurs, ci-dessus 
mentionnes. 

20 3) cellule HT29 : efflux d'iodure radioactif dans 

- cellules HT29 en I'absence d'activateur (notees basal sur la figure 3): 

- cellules en presence d'activateurs (notees AMPc sur la figure 3), ci- 
dessus mentionnes. 

25 La presence d'un canal chlorure active par T augmentation du niveau du 

calcium intracellulaire a ete teste en presence de 1'ionophore calcium A23187. 
Les effets des activateurs de 1'AMPc, de TA23187 et des benzoquinoliziniums 
ont ete evalues dans ces diverses conditions experimentales (considerees mutatis 
mutandis comme controle, notes basal) par leur capacite a favoriser l'efflux de 

30 iodure radioactif et a augmenter le courant chlorure transmembranaire. 

Les figures 2 A et 2 B montrent l'activation du CFTR par 500/xM dc cpt- 
AMPc dans la cellule recombinante CHO exprimant CFTR. Dans la cellule 
CHO (CFTR-) temoin le cpt-AMPc est sans effet. Dans la cellule HT29 le canal 
35 CFTR est stimulable par 1'AMPc comme le montre r augmentation de 
1' amplitude du flux de iodure en presence de 500/xM de cpt-AMPc 
(figure 3 A et B). 
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mui ^ h^n ^ninoiizinh ims sin rgctivgtion-fin eanaJ CFTR _daos_Ja 
eeliiik CHO 

La fleure 4 montre I'effet du derive MPB-07 (500 M M) sur 1'efflux 
d'ioduie da. .a cellule CHO (CFTR+) et CHO (CFTR-). L'activation de 
rctflux d'iodure dans la cellule CHO (CFTR+) est comparable, en mtensue et 
vitesse a ce.le induite par la forskoline (5/zM), activateur de 1'AMPc, dans les 
cellules CHO (CFTR+) (figure 5). Les resultats concernant les effets du denve 
MPB-07 sur .'efflux d'iodure dans les cellules CHO (CFTR-) e. CHO (CFTR + ) 
sent resumes dans les histogrammes des figures 6 et 7, respectivement. MPB-07 
'(500.M) stimule aussi efflcacement 1' efflux d'todure que »e fait la forsko line 
( "s«M) sur les cellules CHO (CFTR+) (figure 7). Sur ces memes cellules, 
A03187 (lOpM) est sans effet. Dans les cel.u.es CHO (CFTR-), forskoltne 
(5-M) A23187 (10 M M), soit separement soit ajoutcs conjointemeni, ams. que 
MPB-07 (500uM) ne modifient pas signiftcativement le niveau basal de 1 efflux 
d'iodure (figure 6). 

£t[LI _ d ^ ±ir ^ T . ; p .. ;7i ni„ m s sur l'activaii o n du canal CFTE-^Ja 
r^llnle HT29 

L'effet du MPB-07 sur 1'efflux de iodure dans la cellule recombinantc 
CHO est reprodu.t dans la cellule epitheliale HT29. L'app.icauon de 500.M de 
,5 cpt-AMPc (flgure 8 A) ou de 500^M de MPB-07 (flgure 8 B) dec.cnchc. avec 
une vitesse e, une amplitude similaire un efflux d'iodure accru par rapport au 
niveau basal (sans activateur) (figure 9). 

Eflgj^j^gjzQQ inn nl i r inh t m^ w \'mw\m ^ eanal CFTR aprime 
30 fon* ''"vocvie de Xenope 

MPB-07 (500,zM) stimule 1'efflux d'iodure dans I'ovocyte de Xenope. 
Cette activation (flgure 10 A) est comparable a celle obtenue par 1'apphcanon de 
500 M M de cpt-AMPc (figure 10 B) et significativement differente (flgure 11) de 
3 , ,'efflux mesure dans I'ovocyte non-injecte stimule (AMPc, et MPB-07) et non 
stimule (basal) (flgure 11, eau) et dans I'ovocyte non stimule ma.s expnmant 
CFTR (flgure 10 A, efflux note CFTR basal). 
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Etude structure-fonction des benzog uinoliziniurns et correlation avec 
1 'ouver tu re dy CFTR 

L'etude a porte sur 16 derives de noyau benzoquinoiizinium. 

Les tableaux 1 et 2 presentent la structure chimique des composes de la 
famille des benzoquinoliziniums testes ici en tant qu'activateur du canal CFTR. 

Les tableaux 1 et 2 presentent les resultats relatifs aux efflux mesures en 
presence des differents composes testes sur la cellule CHO (CFTR+) 
recombinants Le compose de base, le phenanthrene (tableau 2) n'active pas le 
canal CFTR. Deux series de molecules ont ete testees : serie NH2 (tableau 1, 
MPB-26, MPB-01 a 04; tableau 2: MPB-24) et serie OH (tableau 1, MPB-05 a 
08, MPB-27, 29, 30 et 32; tableau 2: MPB-25). Les pourcentages d'activation 
du canal CFTR sont donnes dans les tableaux correspondants. lis montrent que 
la serie OH active CFTR avec des pourcentages compris entre 15 et 110 %. La 
serie NH2 est moins active (10 a 30 %). 

Dans la serie OH, Pefficacite est la suivante : 

MPB-05, 08, 25, 32 < 30 < 29 < 06 < 27, 07 

De T ensemble des composes etudies, il apparait que la presence du 
groupement OH en position 6 est determinante quant a la capacite d'activer le 
canal CFTR : 

. 9 composes avec OH en position 6 : 45 % d'activation du canal CFTR 
. 6 composes avec NH2 en position 6:13% d'activation du canal CFTR. 

Effet des benzoquinoliziniums sur P AMP c intracellular 

La figure 12 presente les taux en AMPc cellulaire dans la cellule CHO 
recombinante mesures apres 5min en presence de 5/xM de forskoline (activateur 
de Penzyme de synthese de PAMPc ; adenylate cyclase), de 10^M de rolipram 
(un inhibiteur de Penzyme de degradation de PAMPc : la phosphodiesterase de 
type IV) et de 500/zM de MPB-07. Le meme niveau d'AMPc est atteint en 
presence des composes MPB-07 et du rolipram mais seul MPB-07 declenche 
Pactivation du canal CFTR. L'effet forskoline sur PAMPc est multiplie par un 
facteur d" environ 4 suggerant que cet effet est purement dependant de PAMPc. 
Le rolipram n'a aucun effet activateur de CFTR mesure en flux de iodure et en 
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patch-clamp. Ces resultats montrent que le compose MPB-07 stimule le canal 
CFTR par une voie independante de la voie de l'AMPc cellulaire. 

C) Conclusion 

Ces resultats montrent que ie compose MPB-07 et certains membres de la 
famille des benzoquinoliziniums stimulent I'ouverture du canal CFTR par unc 
voie independante de l'AMPc ou du calcium intracellular. Ces molecules 
representent done une nouvelle famille d'activateurs du canal CFTR. 
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Legendes des figures 

- Figure 1 : effet du cpt-AMPc sur Tefflux d'iodure radioactif, dans 

5 Tovocyte de Xenope ; 

. figure 1 A : courbes de Tefflux de 125] (% en ordonnee) en fonction 
de lemps (mn en abscisse) ; la courbe passant par des points representes par des 
carres noirs correspond a 1' efflux de *25j rnesure en fonction de temps dans des 
ovocytes injectes avec TARNc-CFTR (courbe designee CFTR basal) ; la courbe 

10 passant par des points representes par des carres blancs correspond a Tefflux de 
125] rnesure en fonction de temps dans des ovocytes injectes avec 1'ARNc- 
CFTR et actives par cpt-AMPc (courbe designee CFTR + AMPc) ; 

. figure 1 B : histogrammes de l'effiux de 125 j d ans j es ovocytes non 
actives par cpt-AMPc (representes en noir) et dans les ovocytes actives par cpt- 

15 AMPc (representes en blanc) ; a gauche sont representes les ovocytes actives ou 
non par cpt-AMPc et injectees avec de l'eau (notes "eau") ; a droite sont 
representes les ovocytes actives ou non par cpt-AMPc et injectes avec l'ARNc- 
CFTR (notes "CFTR") ; n represente le nombre d' experiences. 

20 - Figure 2 : effet du cpt-AMPc sur Tefflux d'iodure radioactif dans les 

cellules CHO ; 

. figure 2 A : courbes de Tefflux de 125] (% en ordonnee) en fonction 
de temps (mn en abscisse) ; la courbe passant par des points representes par des 
triangles noirs correspond a l'effiux de *25] rnesure en fonction de temps dans 

25 des cellules CHO non activees par cpt-AMPc (courbe designee basal) ; la courbe 
passant par des points representes par des triangles blancs correspond a Tefflux 
de 125j rnesure en fonction de temps dans des cellules CHO activees par cpt- 
AMPc (courbe designee AMPc) ; 

. fi gure 2 B : histogrammes de Tefflux de 12 5t dans les cellules CHO 

30 non activees par cpt-AMPc (representees en blanc) ; a gauche sont representees 
les cellules CHO activees ou non par cpt-AMPc et non transfectees avec le gene 
CFTR (notees CHO (CFTR-)) ; a droite sont representees les cellules CHO 
activees ou non par cpt-AMPc et transfectees avec le gene CFTR (notees CHO 
(CFTR + )) ; n represente le nombre d' experiences. 

35 

- Figure 3 : effet du cpt-AMPc sur Tefflux d'iodure radioactif dans les 
cellules HT29 ; 
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f, c ,ire 3 A : courbes de I'efflux de 125 1 (% en ordonnee) cn fonction 
de temps (mn en abscisse) ; la courbe passani par des points representes par des 
carres noirs correspond a I'efflux de 125 I mesure en fonction de temps dans des 
cellules HT29 non activees par cpt-AMPc (courbe designee basal) ; la courbe 
passani par des points representes par des carres blancs correspond a I'efflux de 
125i mesure en fonction de temps dans les cellules IIT29 activees par cpt-AMPc 

(courbe designee AMPc) ; 

fi gure 3 B : histogrammes de I'efflux de 125 I dans les cellules HT29 
non activees par cpt-AMPc (en noir), et dans les cellules HT29 activees par cpt- 
AMPc (en blanc). 

- Figure 4 : effet du derive MPB-07 (500/xM) sur I'efflux de 125] (% en 
ordonnee) en fonction de temps (mn en abscisse) dans la cellule CHO ; la 
courbe passant par des points representes par des cerclcs blancs correspond a la 
mesure de I'efflux de 1 25 I en fonction de temps dans les cellules CHO activees 
par MPB-07 et transferees avec le gene CFTR (courbe designee MPB-07 
(CFTR + ); la courbe passant par des points representes par des cercles noirs 
correspond a la mesure de I'efflux 1251 en fonction dc temps dans les cellules 
CHO activees par MPB-07 mais pas transferees avec le gene CFTR (courbe 
designee MPB-07 (CFTR-)). 

- Figure 5 : effet de la "forskoline" (500 jiM) sur I'efflux de 125 I (% en 
ordonnee) en fonction de temps (mn en abscisse) dans la cellule CHO ; la 
courbe passant par des points representes par des triangles blancs correspond a 
la mesure de I'efflux de l25 l en fonction de temps dans les cellules CHO 
activees par la forskoline et transferees avec le gene CFTR (courbe designee 
forskoline CHO (CFTR+)) ; la courbe passant par des points representes par 
des triangles noirs correspond a la mesure de 1' efflux * 25 I en fonction de temps 
dans les cellules CHO non activees par la forskoline et transferees avec le gene 
CFTR (courbe designee basal CHO (CFTR+)). 

- Fi gure 6 : histogrammes de I'efflux de 125 I dans les cellules CHO non 
transferees avec le gene CFTR (designees CHO (CFTR-)) et 

. non activees (basal) 

. activees par la forskoline (forskoline) 

. activees par 

A23187 (A23187) 
. activees par A23187 et la forskoline (A23187 + fsk) 
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. activees par MPB-07 (MPB-07) 
n represente le nombre d'experiences. 

- Figure 7 : histogrammes de l'efflux de 125 I dans les cellules CHO 
5 transfectees avec le gene CFTR (designees CHO (CFTR + )) et : 

. non activees (basal) 
. activees par la forskoline (forskoline) 
. activees par MPB-07 
. activees par A23187 (A23187) 
10 n represente le nombre d' experiences. 

- Figure 8 : effets compares du cpt-AMPc (500 ^M) et du MPB-07 (500 ji 
M) sur l'efflux de 125 I (% en ordonnee) en fonction du temps (mn en abscisse) 
dans les cellules HT29 ; 

15 . figure 8 A : la courbe passant par des points representes par des 

carres noirs correspond a la mesure de l'efflux de H5\ en fonction du temps 
dans les cellules HT29 non activees (courbe designee basal) ; la courbe passant 
par des points representes par des carres blancs correspond a la mesure de 
l'efflux de 125 I en fonction du temps dans les cellules HT29 activees par cpt- 

20 AMPc (courbe designee AMPc) ; 

. figure 8 B : la courbe passant par des points representes par des carres 
blancs correspond a la mesure de 125 I en fonction du temps dans les cellules 
HT29 non activees (courbe designee basal) ; la courbe passant par des points 
representes par des carres noirs correspond a la mesure de l'efflux de 125j en 

25 fonction du temps dans les cellules HT29 activees par MPB-07 (courbe designee 
MPB-07). 

- Fi gure 9 : histogramme de l'efflux de 125 1 dans les cellules HT29 non 
activees (basal), activees par cpt-AMPc (AMPc) et activees par MPB-07 (MPB- 

30 07) ; n represente le nombre d' experiences. 

- Figure 10 : effets compares du cpt-AMPc (500/iM) sur l'efflux de 125 I 
(% en ordonnee) en fonction du temps (non en abscisse) dans les ovocytes de 
Xenope : 

35 . fi giire 10 A : la courbe passant par des points representes par des 

cercles blancs correspond a la mesure de l'efflux de 12 ^I en fonction du temps 
dans les ovocytes injectes avec de 1'eau (courbe designee eau basal) ; la courbe 
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passant par des points representes par des carres noirs correspond a la mesure 
de V efflux de l25 I en fonction du temps dans les ovocytes injectes avec 
I'ARNc-CFTR (courbe designee CFTR basal) ; la courbe passant par des points 
representes par des carres blancs correspond a la mesure de 1 'efflux de 125 1 en 

5 fonction du temps dans les ovocytes injectes avec I'ARNc-CFTR et actives avec 
cpt-AMPc (courbe designee CFTR + AMPc) ; 

figure 10 B : la courbe passant par des points representes par des 
carres blancs correspond a la mesure de Tefflux de 125 I en fonction du temps 
dans les ovocytes injectes avec I'ARNc-CFTR et actives par MPB-07 (courbe 

10 designee MPB-07). 

- Figure 11 : histogrammes de I'efflux de 125 I dans les ovocytes de 
Xenope non actives (basal), ou actives par cpt-AMPc (AMPc), ou actives par 
MPB-07 (MPB-07), ces ovocytes etant soit injectes avec de I'eau (notes "eau" 

15 sur la gauche), soit injectes avec de I'ARNc-CFTR (notes "CFTR" sur la 
droite); n represente le nombre d' experiences. 

- Figure 12 : histogrammes representant les taux en AMPc (mesures en 
nmole par mg de proteine) dans les cellules CHO transfectees avec le gene 

20 CFTR et non activees (basal), ou activees par la forskoline (forskoline), ou 
activees par le rolipran (rohpran), ou activees par MPB-07 (MPB-07). 



25 



30 



OCID: <WO 9805642A1_L> 



WO 98/05642 



58 



PC77FR97/01436 



Tableau 1 



5 



10 




15 



Compose 


X 


Y 


R 


Activation en % 

par rapport au temoin 


MPB-26 


CI 


NH 2 


H 


30 


MPB-03 


CI 


NH 2 


9-C1 


18 


MPB-04 


CI 


NH 2 


7-C1 


11 


MPB-06 


Br 


OH 


H 


53 


MPB-05 


CI 


OH 


H 


20 


MPB-07 


CI 


OH 


10-C1 


110 


MPB-08 


CI 


OH 


9-C1 


22 


MPB-27 


CI 


OH 


7-C1 


95 


MPB-30 


CI 


OH 


8-C1 


28 


MPB-29 


CI 


OH 


9-F 


42 


MPB-32 


CI 


OH 


8-Br 


13 


temoin (basal) 
forskoline 






0 
109 



N.B. : forskoline : 5jiM, MPB et phenanthrene : 500/xM. 

35 



NSDOCIO <WO 9805642A1J_> 



WO 98/05642 




PCT/FR97/01436 



59 



Tableau 2 



10 




15 


Compose X 


Y 


R 


Activation en % 

par rapport au temoin 




phenanthrene H 


H 


H 


<5 




MPB-24 H 


NH 2 


H 


18 


20 


MPB-25 H 


OH 


H 


25 
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REVEND1CATIONS 



1. Utilisation de derives de formuie generate (I) suivante : 



10 



15 




(0 



R8 



dans laquelle : 

2 0 . Theterocycie A est aromatique ou non, etant entendu que dans ce dernier 

cas l'atome d'azote de cet heterocycle est lie par une double liaison au carbone 
en position 4a, 

- R b R 2 , R3, R4, R5, R 9 et R 10' representent, independamment 

25 les uns des autres : 

. un atome d'hydrogene, ou de brome, ou de fluor, ou 
. un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, ou 
. un groupe alky le, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou 
ramifie, d'environ 1 a environ 10 atomes de carbone, ces groupes etant le cas 
30 echeant substitues, notamment par un halogene, et/ou par un hydroxy le, et/ou 
par une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un cycle aromatique 
et/ou aiiphatique, d'environ 5 a environ 10 atomes de carbone dans le cycle, ces 
cycles etant eux-memes, le cas echeant, substitues notamment par un halogene, 
et/ou par un hydroxy le, et/ou par une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), 
35 et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyie, ou oxycarbonyle, ces groupes 
etant tels que defmis ci-dessus, ou 
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un cycle aromatique ou aiiphatique, d'environ 5 a environ 10 atomes 
de carbone dans le cycle, ce cycle etant iui-meme, le cas echeant, substitue 
notarnment par un halogene, et/ou par un hydroxyle, et/ou par une amine 
(primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, 
carbonyle, ou oxycarbonyle, ces groupes etant tels que definis ci-dessus, ou 

un groupe -OR a , R a representant un atome d'hydrogene, ou un 
groupe alkyle, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou ramifie, ces groupes 
etant tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aiiphatique, ces 
cycles etant tels que definis ci-dessus, ou 

. un groupe -NR^Rc, Rb et ^c* independamment Tun de l'autre, 
representant un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou 
ramifie, ces groupes etant tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou 
aiiphatique, ces cycles etant tels que definis ci-dessus, ou 

. lorsque Rj et Ri> ou R3 et R4, et/ou R4 et R5, et/ou R7 et Rg, et/ou 
Rg et R9, et/ou R9 et R\q, ne representent pas les differents atomes ou groupes 
ou cycles mentionnes ci-dessus, alors Rj en association avec R2, ou R2 en 
association avec R3, et/ou R3 en association avec R4, et/ou R4 en association 
avec R5, et/ou R7 en association avec Rg, et/ou Rg en association avec Kg y 
et/ou R9 en association avec Rjo, forment respect ivement avec C\ et C2, ou 
avec C2 et C3, ou avec C3 et C4, ou avec C4, et C5. ou avec C7 et Cg, ou 
avec Cg et C9, ou avec C9 et C\q, un cycle aromatique ou aiiphatique de 5 a 10 
atomes de carbone, ce cycle etant le cas echeant substitue, notarnment par un 
halogene, et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, et/ou 
par un cycle aromatique ou aiiphatique, ces groupes ou cycles etant tels que 
definis ci-dessus, ou 

. lorsque R3 et R4 ne representent pas les differents atomes ou groupes 
ou cycles mentionnes ci-dessus, alors R3 en association avec R4 forment un 
groupe indole de formule 




H 



dans laquelle R a est tel que defini ci-dessus, 
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- Y represenie : 

un groupc -ORd. Rd representant un atome d'hydrogene, ou un 
groupe alkylcfcarbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou ramifie, ces groupes 
mm tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique. ces 
cycles etant tels que definis ci-dessus, ou 

un groupe -NRfiRf Re et Rf independamment Tun de l'autre, 
representant un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou 
ramifie, ces groupes etant tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromauque ou 
l0 aliphatique. ces cycles etant tels que definis ci-dessus, 

etant entendu que lorsque Rd, ou Tun au moins de Re ou de R f , ne 
representent pas Pun des differents atomes ou groupes ou cycles ment.onnes ci- 
dessus alors Rd. ou Tun au moins de Rg ou de R f , en association avec R 5 . ou 
en association avec R 7 . forment respectivement avec C 5 et C 6 , ou avec C 6 , C 6a 
, 5 et C 7 un heterocycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de carbone, le 
cas echeant substitue, notamment par un halogenc, et/ou par un groupe alkyle. 
alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, et/ou par un cycle aromatique ou 
aliphatique. ces groupes ou cycles etant tels que definis ci-dessus, 

20 - n est egal a 0 ou l.avec : 

. lorsque n est egal a 0 : 

* X represenie un atome sous forme anionique, tel qu'un atome 
d'halogene, notamment un atome de brome ou de chlore. ou un groupe d'atomes 
sous forme anionique, tel qu'un perforate, et I'azote dc I'heterocycle A de la 

05 formule (1) est sous forme quaternaire et est lie d'une pan par liaison covalente 
au carbone en position 11, et, d'autre part, par liaison ionique a X def.n, c- 
dessus, 

* etant entendu que lorsque Ri et R i0 ne representent pas 1 un 
des differents atomes ou groupes ou cycles mentionnes ci-dessus, alors Rj en 

30 association avec R 10 forment avec C h I'azote de I'heterocycle A de la formule 
(1) Ch, et Cio. ™ heterocycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de 
carbone' le cas echeant substitue, notamment par un halogene, et/ou par un 
groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, et/ou par un cycle 
aromatique ou aliphatique, ces groupes ou cycles etant tels que definis c.-dessus, 

35 . lorsque n est egal a 1, alors X represente un atome d'hydrogene, ou 

un atome d'halogene, notamment un atome de brome, ou de chlore, ou de fluor. 
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10 



15 



20 



25 



30 



pour la preparation de medicaments destines au traitement de pathologies, 
notamment pulmonaircs, digestives ou cardiaques, liees a des troubles des flux 
ioniques transmembranaires, notamment de chlore et, Ie cas echeant, de 
bicarbonate, dans rorganisme (humain ou animal), notamment pour la 
preparation de medicaments destines au traitement de la mucoviscidose, ou a la 
prevention du rejet de drogues cytotoxiques (notamment antitumorales), ou au 
traitement des obstructions des voies bronchiques ou des voies digestives 
(notamment pancreatique ou intestinale) 

2. Utilisation selon la revendication 1, de derives de formule generale (I) 
dans laquelle n = 1, et correspondant aux derives de formule generale (II) 
suivante : 



dans laquelle Rj, R2, R3, R4, R5, R7, Rg, R9, Rio, X et Y sont tels que 
definis dans la revendication 1 . 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, de derives de 
formule generale (Ila) suivante : 





*8 
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dans laquelle : 

- R, et R 2 representent un atome d'hydrogene, ou forment en association 
avec C\ et C 2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- Y represente un groupe -OH ou -NH2, 

- R7, R8' R 9 et R 10 representent un atome d'hydrogene, ou l'un de R 7 , 
Rg, R9 ou R\Q, represente un atome d'halogene, notamment un atome de 
chlore, de brome ou de fiuor, 

- X represente un atome d'hydrogene ou un atome d'halogene, notamment 

un atome de brome, ou de chlore, ou de fluor. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, de derives de formule 
generate (lla) choisis parmi les suivants : 



(compose 1) 




(compose 2) 



(compose 3) 
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(compose 8) 




30 



35 




(compose 10) 
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5. Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, de composes 
de formule generate (lib) suivante : 



5 



10 




7 



dans iaquelle R a , Rj, R 2 , Rs, R 7 , Rg, R 9 , R l0 , X et Y sont tels que 
definis ci-dessus, et notamment les composes de formule (lib) dans Iaquelle : 

- R a represente un atome d'hydrogene, 

- Rj et R2 representent un atome d'hydrogene, et il n'y a pas de double 
20 liaison entre les deux carbones portant Rj et R 2 , 

- R5 represente un atome d'hydrogene, 

- R7, Rg, R9 et RjQ representent un atome d'hydrogene, ou Tun de R7, 
Rg, R9 ou RjQ represente un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, 
de brome ou de fluor, 

25 

6. Utilisation selon la revendication 5, de derives de formule (lib) choisis 
parmi les suivants : 
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3} 



- compose A 

- compose B 

- compose C 

- compose D 

- compose E 

- compose F 



69 

R 7 = CI, Rg = ^9 = R 10 = H, 
R 7 = Rg = R9 = Rio = H, 
R 8 = CI, R7 = R9 = R 10 = H, 
R 9 = CI, R 7 - Rg = RlO = H. 
R 10 = CI, R 7 = Rg = R9 = H, 
R 9 = Br, R 7 = Rg = RlO = H - 



7. Utilisation selon la revendication 1, de derives de formule generie (I) 
dans laquelle n = 0, et correspondant aux derives des benzo[c} quinoliziniums 
de formule (III) suivante : 

A. 

1 



(III) 




dans laquelle R h R 2 . ^ *4. R 7. Rg. R* RlO- * et Y sont tels que 
definis dans la revendication 1. 

8. Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 7 de derives de 
formule generate (Ilia) suivante : 
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dans laquelle : 

- Rj et R2 representent un atome d'hydrogene, ou forment en association 
avec C\ et C2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- Y represente un groupe -OH ou -NH2, ou -NHCOCH3, 

- Rj> Rg, R9 et Rio representent un atome d'hydrogenc, ou Tun de R7, 
Rg, R9 ou Rio, represente un atome d'halogene, notamment un atome de 
chlore. de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique, notamment un perchlorate C104\ 

9. Utilisation selon la revendication 8, de composes de formule (Ilia) dans 
laquelle : 

- Rl et R2 representent un atome d'hydrogene, 

- Y represente un groupe -OH, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique, notamment un perchlorate CIO4", 

- R7, Rg, R9 et Rio representent independamment les uns des autres un 
atome d'hydrogene ou un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, de 
brome ou de fluor. 

10. Utilisation selon la revendication 1 ou Tune des revendications 7 a 9, 
de derives des benzo[c]quinoliziniums de formule generate (Ilia) choisis parmi 
ies suivants : 




(compose 1 1 ou MPB-26) 
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(compose 21 ou MPB-27) 




(compose 22) 



(compose 23) 
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(compose 27 ou MPB-32) 



Br 



15 11. Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 5, de derives 

dc formule generate (Illb) suivante : 




fart) 



30 dans laquelie R a , Rj, R2, R5, R7, Rg, R9, Rio, X et Y sont tels que 

definis ci-dessus, et notamment les composes de formule (Illb) dans laquelie : 

- R a represente un atome d'hydrogene, 

- R\ et R2 representee un atome d'hydrogene, et il n'y a pas de double 
liaison entre les deux carbones portant Rj et R2, 

35 - R5 represente un atome d'hydrogene, 
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- R7, Rg, R9 el Rio represented un atome d'hydrogene, ou Tun de R7, 
Rg, R9 ou Rio represente un atome d'halogene, notamment un atome de chiore, 
de brome ou de fluor, 

- Y represente -NH2. 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atomc de brome Br, ou de chiore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
aniontque, notamment un perchlorate CIO4'. 

12. Utilisation selon la revendication 1, de derives de formule generale 
(Illb) choisis parmi les suivants : 



15 



20 




25 - compose G : R7 = CI, Rg = R9 = R 10 = H - 

- compose H : R 7 = Rg = R9 = R 10 = H - 

- compose I : Rs = CI, R7 = R9 = Rio = H - 

- compose J : R9 = CI, R 7 = Rg = RlO = H - 

- compose K : R 10 = CI, R7 = R8 = R 9 = H - 
30 - compose L : R9 = Br, R7 = Rs = RlO = H - 

13. Compositions pharmaceutiques caracterisees en ce qu'elles 
comprennent, a litre de principe(s) actif(s), au moins un des derives de formule 
generale (I) suivante : 
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dans laquelle : 

\5 

- I'heterocycle A est aromatique ou non, etant entendu que dans ce dernier 
cas I' atome d 'azote de cet heterocycle est lie par une double liaison au carbone 
en position 4a, 

20 - Rj, R2* R3> R4» R5* R71 R8* R9 el RlO* representent, independamment 

les uns des autres : 

. un atome d'hydrogene, ou de brome, ou de fluor, ou 
. un atome d'halogene, notammcnt un atome de chlore, ou 
. un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou 
25 ramifie, d'environ 1 a environ 10 atomes de carbone, ces groupes etant le cas 
echeant substitues, notamment par un halogene, et/ou par un hydroxyle, et/ou 
par une amine (primaire, secondaire ou teniaire), et/ou par un cycle aromatique 
et/ou aliphatique, d'environ 5 a environ 10 atomes de carbone dans le cycle, ces 
cycles etant eux-memes, le cas echeant, substitues notamment par un halogene, 
30 et/ou par un hydroxyle, et/ou par une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), 
et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, ces groupes 
etant tels que definis ci-dessus, ou 

. un cycle aromatique ou aliphatique, d'environ 5 a environ 10 atomes 
de carbone dans le cycle, ce cycle etant lui-meme, le cas echeant, substitue 
35 notamment par un halogene, et/ou par un hydroxyle, et/ou par une amine 
(primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, 
carbonyle, ou oxycarbonyle, ces groupes etant tels que definis ci-dessus, ou 
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un groupe -OR a , R a representant un aiome d'hydrogene, ou un 
groupe alkyle, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou ramifie, ces groupes 
etant tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces 
cycles etant tels que definis ci-dessus, ou 

5 . un groupe -NR^Rc, Rb et Rc, independamment l'un de I'autre, 

representant un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle,. ou oxycarbonyle, lineaire ou 
ramifie, ces groupes etant tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou 
aliphatique, ces cycles etant tels que definis ci-dessus, ou 

. lorsque Rj et R2, ou R3 et R4, et/ou R4 ei R5, et/ou R7 et Rg, et/ou 

10 Rg et R9, et/ou R 9 et Rio, ne representent pas lcs differents atomes ou groupes 
ou cycles mentionnes ci-dessus, alors Rj en association avec R 2 , ou R 2 en 
association avec R 3> et/ou R3 en association avec R4, et/ou R4 en association 
avec R 5 , et/ou R7 en association avec Rg, et/ou Rg en association avec R9, 
et/ou R9 en association avec Rjq, forment respectivement avec C\ et C 2 , ou 

15 avec C 2 et C 3 , ou avec C 3 et C 4 , ou avec C 4 . C 4a et C 5 , ou avec C 7 et Cg, ou 
avec Cg et C9, ou avec Cg et Ck), un cycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 
atomes de carbone, ce cycle etant le cas echeant substirue, notamment par un 
halogene, et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, et/ou 
par un cycle aromatique ou aliphatique, ces groupes ou cycles etant tels que 

20 definis ci-dessus, ou 

lorsque R 3 et R4 ne representent pas les differents atomes ou groupes 
ou cycles mentionnes ci-dessus, alors R 3 en association avec R4 forment un 
groupe indole de formule 



25 



30 



3} 



"i - (of 

dans laquelle R a est tel que defmi ci-dessus, 
- Y represente : 

un groupe -ORtf, Rd representant un atome d'hydrogene, ou un 
groupe alkyle, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou ramifie, ces groupes 
etant tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces 
cycles etant tels que definis ci-dessus, ou 
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. un groupe -NI^R^ 1^ et Rf independamment Tun de I'autre, 
representant un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, lineaire ou 
ramifie, ces groupes etant tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou 
aliphatique, ces cycles etant tels que definis ci-dessus, 

. etant entendu que lorsque ou Tun au moins de R e ou de Rf, ne 
representent pas Tun des differents atomes ou groupes ou cycles mcntionnes ci- 
dessus, alors R<j, ou Tun au moins de Re ou de Rf, en association avec R5, ou 
en association avec R7, forment respectivement avec C5 et Cg, ou avec C^, C§ z 
et C7, un heterocycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de carbone, le 
cas echeant substitue, notarnmem par un halogene, et/ou par un groupe alkyle, 
alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, et/ou par un cycle aromatique ou 
aliphatique, ces groupes ou cycles etant tels que definis ci-dessus, 

- n est egal a 0 ou 1 , avec : 
. lorsque n est egal a 0 : 

* X represente un atome sous forme anionique, tel qu'un atome 
d' halogene, notamment un atome de brome ou de chlore, ou un groupe d' atomes 
sous forme anionique, tel qu'un perchlorate, et 1' azote de r heterocycle A de la 
formule (I) est sous forme quaternaire et est lie d'une part par liaison covalente 
au carbone en position 11, et, d'autre part, par liaison ionique a X defini ci- 
dessus, 

* etant entendu que lorsque R\ et R\q ne representent pas Tun 
des differents atomes ou groupes ou cycles mentionnes ci-dessus, alors Rj en 
association avec Rjq forment avec Cj, l'azote de I'heterocycle A dc la formule 
(I), Cji, et Cjo, un heterocycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de 
carbone, le cas echeant substitue, notamment par un halogene, et/ou par un 
groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, ou oxycarbonyle, et/ou par un cycle 
aromatique ou aliphatique, ces groupes ou cycles etant tels que definis ci-dessus, 

. lorsque n est egal a 1, alors X represente un atome d'hydrogene, ou 
un atome d' halogene, notamment un atome de brome, ou de chlorc, ou de fluor, 
en association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

14. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 13, caracterisees 
en ce qu'elles comprennent, a titre de principe(s) actif(s), au moins un des 
derives de formule (II) tels que definis dans Tune des revendications 1 a 6. 
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15 
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15. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 13. caracterisees 
en ce qu'elles comprennent, a litre de principe(s) actif(s), au moins un dcs 
derives de formule (III) tels que definis dans Tune des revendications 7 a 12. 

16. Compositions pharmaceutiques selon l'une des revendications 13 a 15, 
caracterisees en ce qu'elles se presented sous une forme administrate par voie 
oralc. notamment sous forme de comprint, ou de gelules, ou sous une forme 
administrate par voie parenteral, notamment sous forme de preparations 
injectables par voie intraveineuse, intramusculaire, ou sous-cutanee, ou encore 
par voie aerienne, notamment par voie pulmonale sous forme d'aerosols. 

17. Compositions pharmaceutiques selon l'une des revendications 13 a 16, 
caracterisees en ce que les quantites de principe(s) actif(s) sont telles que la 
posologie journaliere en principe(s) actif(s) est d'environ 0.1 mg/kg a 5 mg/kg, 
notamment d'environ 3 mg/kg, en une ou plusieurs prises. 

18. Derives de formule generate (Ila) suivante : 



20 



25 




(Ha) 



dans laquelle : 

30 - Rj et R 2 representent un atome d'hydrogene, ou forment en association 

avec Ci et Cj un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- Y represente un groupe -OH ou -NH2, 

- R7, R8- R9 et R 10 representent un atome d'hydrogene, ou I'un de R7, 
R 8 , R 9 ou Rio, represente un atome d'halogene, notamment un atome de 

35 chlore, de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'hydrogene ou un atome d'halogene, notamment 

un atome de brome, ou de chlore, ou de fluor, 
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19. Derives seion la re vesication 18, dc formule generale (Ha) choisis 
parmi les suivants : 
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(compose 1) 
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(compose 4) 
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35 




(compose 5) 
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20. Derives de formule generale (lib) suivante : 
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dans laquelle R a , Rj, R 2 . ^ R 7> *%- R 9* RlO- X ct Y sont tels que 
definis ci-dessus, ct notamment les composes de formule (lib) dans laquelle : 

- R a represente un atome d'hydrogene, 

- Kl et R 2 representent un atome d'hydrogene, el il n'y a pas de double 
liaison entre les deux carbones portant Ri et R 2 , 

- R 5 represente un atome d'hydrogene, 

- R7, R8. R 9 et R 10 representent un atome d'hydrogene, ou Tun de R 7 , 
Rg, R 9 ou Rio represente un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, 
de brome ou de fluor, 

- Y represente -NH 2 , 

- X represente un atome d'halogene, notamment un atome de brome, ou de 
chlore, ou de fluor. 

21. Derives selon la revendication 20, de formule generale (lib) choisis 
parmi les suivants : 
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- compose A 


: R 7 = 


CI, R 8 = 


Ro = 


Rio = 


H, 


- compose B 


R 7 = 


R8 = R9 


= Rio 


= H, 




- compose C 


Rg = 


CI, R 7 = 


R 9 = 


Rio = 


H, 


- compose D 


: Ro = 


CI, R 7 = 


R 8 = 


Rio = 


H, 


- compose E : 


Rio = 


= CI, R 7 = 


= R 8 = 


= R 9 = 


H, 


- compose F : 


R 9 = 


Br, R 7 = 


R 8 = 


Rio = 


H. 



22. Derives des benzofcjquinoliziniums de formule (III) suivante 
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R 3 



1 



Rj 

Rq / 



/«5 
• Y 



(III) 



R8 



dans laquelle Rj, R2, R3, R4. R5. R7. R8< R 9- RlO' X et Y sont tels que 
definis dans la revendication 1, 

les composes de formule suivante etani exclus : 




(compose 1 1 ou MPB-26) 



NH 2 



VJSDOCID: <WO 9805642A 1 J_> 




OCID: <WO__9805642A1J_J 



WO 98/05642 




PCT/FR97/01436 



88 



23. Derives selon la revendication 22, de formule generate (Ilia) suivante : 



5 



10 




(Ilia) 



dans laquelle : 

is - Rj et R2 representent un atome d'hydrogene, ou forment en association 

avec C] et Cj un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- Y represente un groupe -OH ou -NH2, ou -NHCOCH3, 

- R7, Rg, R9 et Rjo representent un atome d'hydrogene, ou Tun de R7, 
Rg, R9 ou Rio* represente un atome d'halogene, notamment un atome de 

20 chlore. de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d* atomes sous forme 
anionique, notamment un perchlorate CIO4". 

25 24. Derives selon la revendication 23, de formule (Ilia) dans laquelle : 

- R\ et R2 representent un atome d'hydrogene, 

- Y represente un groupe -OH, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 

30 anionique, notamment un perchlorate CIO4", 

- R7, Rg, R9 et Rio representent independamment les uns des autres un 
atome d'hydrogene ou un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, dc 
brome ou de fluor. 

35 25. Derives des benzo[c]quinoliziniums selon Tune des revendications 22 

a 24, de formule generale (Ilia) choisis parmi les suivants : 
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(compose 19 ou MPB-07) 



(compose 20 ou MPB-08) 



(compose 21 ou MPB-27) 
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(compose 25 ou MPB-30) 
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>sc 26 ou MPB-29) 
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26. Derives selon la revendication 22, de formule generate (IHb) suivante : 



10 




dans laquelle R a> R h R 2 , ^ R 7. R 8> R 9* R 10> X ct Y sont tels que 
definis ci-dessus, et notamment les composes de formule (IUb) dans laquelle : 

- R a represente un atome d'hydrogene, 

- Rj et R2 representent un atome d'hydrogene, et il n*y a pas de double 
liaison entre les deux carbones portant R\ et R 2 , 

- R5 represente un atome d'hydrogene, 

- R7, R8' R 9 et R 10 representent un atome d'hydrogene, ou Tun de R7, 
Rg, R9 ou Rio represente un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, 
de brome ou de fluor, 

- Y represente -NH2, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique, notamment un perchlorate CIO4". 

27. Derives selon la revendication 26, de formule generaie (IHb) choisis 
parmi les suivants : 



30 



35 
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- compose G : R7 = CI, Rg = R 9 = R 10 = H, 

- compose H : R7 = Rg = R9 = Rjo = H, 

- compose I : Rg = CI, R7 = R9 = Rjq = H, 

- compose J : R9 = CI, R7 = Rg = Rjq ~ H, 

- compose K : R\q = CI, R7 = Rg = R9 = H, 
compose L : R9 = Br, R7 = Rg = Rjq = H. 



28. Procede de preparation de derives ids que definis dans ia 
revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

10 - traitement du derive de formule (A) dans laquclle Rj, R2, R3, R4, et 

R5, sont tels que definis dans la revendication 1, par le phenyllithium ou le 
diisopropyl amidure de lithium, avantageusement dans Tether ou le THF, ce qui 
conduit a l'obtention de derives de formule (B) dans laquelle Rj, R2, R3, R4, ei 
R5, sont tels que definis dans la revendication 1, selon le schema reactionnel 

15 suivant: 




II I 4- UC6H5 

20 ' ou diisopropyl amidure 



de lithium 



(A) 



25 



1*3 

30 r 7 . / 



0 © 



R, A - ^ CHR 5 Li 

1 N 



35 < B) 
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- condensation du derive de formule (B) obtenu a l'etape precedente avec 
,e derive de formule (C) dans laquelle R 7 . R 8 - R9. ^ « X sont lelS qUe 
definis dans la formule (I), ce qu, conduit a t'obtention de derives de formule 
(B) dans laquelle R,. R 2 . R 3 . R 5. *l< R 8- ^ *l* « X sont tels que 
definis dans la revendication 1, selon le schema reactionnel su.vant : 



R 2 



R 3 



& © 
CHRjLi 



l<10 



C = N 



Rr 



(B) 



.(C) 



15 



20 




t 



■<y - CM — C <> . Rio 



R5 



NLi® X 



(D) 



25 



30 



35 



- traitement du compose de formule (D) par addition d'H 2 0, ce qu. 
conduit a I'obtenuon du derive de formule (II) suivante. dans laquelle Rj a R 5 , 
r 7 a R 10> et X sont tels que definis dans la revendication 1, et Y represente 

-NH 2 , 
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- le cas echeant, traitement du compose de formule (II) susmentionnee, par 
un derive comportant les groupes et Rf tels que definis dans la revendication 
1, ce derive etant susceptible de reagir avec l'atorne d'azote lie au carbone en 
position 6 du compose de formule (II) susmentionnee, notamment par un 
halogenure de 1^ et/ou de Rf tout en ayant, si necessaire, pris soin de proteger 
au prealable celles des autres fonctions presentes sur le compose de formule (II) 
susmentionnee et susceptibles de reagir avec le derive comportant les groupes 
Re et Rf susmentionnes, ce qui conduit a l'obtention du compose de formule (II) 
suivante dans laquelle Rj a R5, R7 a R^q, et X sont tels que definis ci-dessus, 
et Y represente un groupe -NReRf tel que defini dans la revendication 1 , 



- le cas echeant, hydrolyse, notamment par action de I'acide sulfurique 
(pH3) a 40°C, du compose de formule (II) susmentionnee dans laquelle Y 
represente NH2, ce qui conduit a l'obtention du compose de formule (II) 
suivante, dans laquelle R\ a R5, R7 a Rjq, et X sont tels que definis dans lla 
revendication 1, et Y represente un groupe -OH, 
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. |c cas echeant. traitement du compose de formule (II) susmentionnee, 
dans laquelle Y represente un groupe -OH, par un derive comportant le groupe 
R, tel que defini dans la revendication 1, ce derive etanl susceptible de reag.r 
avec Tatome d'oxygene lie au carbone en position 7 du compose de formule (II) 
susmentionnee, notamment par un halogenure de Rj. tout en ayant, s, 
necessaire, pris soin de proteger au prealable celles des autres fonctions 
presentes sur le compose de formule (II) susmentionnee et susceptibles de reagir 
avec le derive comportant le groupe Rd susmentionne, ce qui conduit a 
I'obtention du compose de formule (II) suivante dans laquelle Rj a R 5 . R 7 * 
R 10 , et X sont tels que definis ci-dessus, et Y represente un groupe -ORd tel 
que defini dans la revendication 1, 




- le cas echeant, chauffage, avantageusement a 200°C, des composes de 
formule (II) susmentionnee dans laquelle Y represente -NH 2 ou -OH, ce qui 
conduit respectivement aux composes de formules (III) suivantes, dans laquelle 
R! a R 5 , R 7 a R^. « * sont tels que defmis dans la revendication 1, et Y 
represente un groupe -NH2 ou -OH, ^ 
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15 - le cas echeant, traitement du compose de formule (III) susmentionnee, 

dans laquelle Y represente un groupe -NH2, par un derive componant les 
groupes Re et Rf tels que defmis dans la revendication 1, ce derive etant 
susceptible de reagir avec 1'atome d' azote lie au carbone en position 6 du 
compose de formule (III) susmentionnee, notamment par un halogenure de 

20 et/ou de Rf, tout en ayant, si necessaire, pris soin de proteger au prealable celles 
des autres fonctions presentes sur le compose de formule (III) susmentionnee et 
susceptibles de reagir avec le derive comportant les groupes et Rf 
susmentionnes, ce qui conduit a 1'obtention du compose de formule (III) 
suivante dans laquelle Rj a R5, R7 a R\q, et X sont tels que definis ci-dessus, 

25 et Y represente un groupe -NReRf tel que defmi dans la revendication 1 , 
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le cas echeant, traitement du compose de formule (III) susmentionnee, 
dans laquelle Y represente un groupe -OH, par un derive comportant le groupe 
Rd tel que def.ni dans la revendication 1. ce derive tout susceptible de reagir 
avec ratome d'oxygene lie au carbone en position 7 du compose de formule (III) 
susmenttonnee, notamment par un halogenure de Rd, tout en ayant, s. 
necessatre pris soin de proteger au prealable celles des autres foncfons 
presentes sur le compose de formule (TO) susmentionnee et susceptibles de 
reagir avec le derive comportant le groupe Rd susmentionne, ce qui condu.t a 
l-obtention du compose de formule (III) suivante dans laquelle K { a R 5 , R 7 * 
R 10 , et X sont tels que definis ci-dessus, et Y represente un groupe -ORd tel 
que defmi dans la revendication 1 , 
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30 



. le cas echeant, hydrogenation des composes de formules (II) ou (III) 
susmentionnees, notamment par hydrogenation catalytique en presence d'oxyde 
de platme a pression reduite, ce qui conduit a Tobtention des composes de 
formules (II) ou (111) suivantes : r 3 
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dans lesquelles Rj a R5, R7 a R^ X et Y sont tels que definis ci-dessus. 
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vol. 096, no. 012, 26 decembre 1996 
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voir CAS REGISTRY CN 182252-01-3 
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abstract no. 241028s, 

XP0O2045770 

voir abrege 

& M.J. STUTTS ET AL. : 
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RAPP^^E RECHERCHE INTERNATIONALE 



De: ide intemationale n* 

PCT/FR 97/01436 



Cadre I Observations • lorsquil a ete estlme que certaines revendications ne pouvaient pas laire I'objet d'une recherch* 
(suite du point 1 de la premiere leuille) 



Conformemeni i larticle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait fobjet d'une recherche pour las motifs suivants: 



□ 



Les revendications n 
se 



rapportent a un objet a I'egard duquel fadministration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir. 



2. 0 j^jrewr^atow ^ ^ demande Internationale qui ne remplissenl pas suffisamment les conditions prescrites pour 

qu'une recherche significative putsse etre effectuee, en particulier: 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSE1GNEMENTS PCT/1SA/210 



3 I I Los revendications n °* , _ . , . .. ... 

1 1 aont des revendications dependantes et ne sont pas redigeea conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 

troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de .'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche intemationale atrouve plusieurs inventions dans la demande intemationale, a savoir: 



1 I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le daposant, le present rapport de recherche 
I 1 Internationale porte sur toutes les revendications pouvant laire I'objet d'une recherche. 

2 [I] Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu aire effeotuees sans effort particulier 

justifiant une taxe additionnelle, l'administration n'a soilicite le paiement daucune taxe de cette nature. 



□ Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le cfeposant, le present 
rapport de recherche intemationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 05 



□ Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
de recherche intemationale ne porte que sur I' invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n °* 



Remarque quant a la reserve Q Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan 

| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PC 7/1SA/21 0 (suite de la premiere feuille (1 )) (Juillet 1 992) 
1NSDOCID: <WO 9805642A1_L> 



Demande Internationale No. PCT/FR 97 /G1436 



SUITE DES SENSE1GNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



This m^rnational search report has not been established in respect of 
certain claims under Article 17(2) (a) for the following reasons: 



Claims Nos.: 1,2,5,7,11,13-17,20,22,26 

because they relate to parts of the international application that do not 
comply with the prescribed requirements to such an extent that no 
meaningful international search can be carried out, specifically: 

Le nombre considerable de composes theoriquement concevable en combinant 
les diverses definitions de substituants telles que revendiquees rendent 
une recherche complete impossible. Par ailleurs une telle incertitude sur 
le dcmaine revendique peut etre source de contradictions et mettre en 
doute 1'unite. Guidee par la description, la recherche s'est done limitee 
au domaine (classes CIB) effectivement illustre par les exemples 
explicitement donnes dans la demande. 
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